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Abstract

Gastric cancer is the fifth most common pathology in the world and considered the third
leading cause of cancer related death in both sexes. Hereditary diffuse gastric cancer (CGDH)
is a diffuse type of gastric cancer originating from genetic mutations, mainly in the CDH1
and CTNNAT1 genes, both involved in cell adhesion, so that CGDH is characterized by tumor
cells with poor adhesion to other cells, resulting in a population of non-cohesive, scattered,
approximately circular, signet ring-shaped cells.

Due to their specific characteristics, early diagnosis of this type of pathology is very difficult,
and the main form of treatment is total gastrectomy, which has a major impact on the patients’
lives.

To fill these serious gaps in the understanding of the progress of CGDH, its diagnosis and
treatment, a computational model based on the cellular Potts model (CPM) was developed,
allowing the mimicking of the characteristic invagination structure that constitutes the gastric
epithelium, where this type of cancer spreads. The simulations allowed to study the influence of
tumor cell adhesion to the extracellular matrix and to other cells, the influence of cell rigidity on
tumor propagation, and the relationship between tumor development and cell cycle length. The
shape of the tumor cells was also evaluated in comparison to the typical signet ring cells that
characterize CGDH and the relationship between tumor development and neighboring structu-
res, namely other invaginations that form the gastric epithelium. These studies allowed us to
conclude that the model developed is simple but realistic, since the results obtained agree with
the literature, but also with histological sections of this type of cancer. The results presented
also allowed us to propose some possible adjuvant therapies, namely the ones that increase cell
adhesion, but also the decrease of cell cycle time.

Keywords: gastric cancer, hereditary diffuse gastric cancer, cellular Potts model, cell adhe-

sion, novel therapies.
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Resumo

O cancro gastrico é a quinta patologia mais comum no mundo, e considerada a terceira causa
de morte por cancro em ambos os sexos. O cancro gastrico difuso hereditario (CGDH) é um
tipo de cancro géstrico do tipo difuso com origem em mutagoes genéticas, principalmente nos
genes CDH1 e CTNNA1, ambos envolvidos na adesao celular, pelo que o CGDH se caracteriza
por células tumorais com fraca adesao as demais, o que resulta numa populacao de células nao
coesas, dispersas e com forma em anel de sinete, aproximadamente circulares.

Devido as suas caracteristicas especificas o diagnodstico precoce deste tipo de patologias é
muito dificil, sendo a principal forma de tratamento a gastrectomia total, o que se traduz num
grande impacto na vida dos doentes.

Por forma a colmatar estas falhas graves no entendimento do progresso do CGDH, do seu
diagnéstico e tratamento, foi desenvolvido um modelo computacional baseado no modelo cellular
Potts (CPM) que permite mimetizar a estrutura de uma invaginagao que constitui o epitélio
géstrico, onde se propaga este tipo de cancro. As simulagoes realizadas permitiram estudar a
influéncia da adesao das células tumorais a matriz extra-celular e as restantes, a influéncia da
rigidez das células na propagacao do tumor e ainda a relagao entre o desenvolvimento tumoral e a
duracgao do ciclo celular. Foi também avaliada a forma das células tumorais comparativamente as
tipicas células em anel de sinete que caracterizam o CGDH e a relacao entre o desenvolvimento
tumoral e as estruturas vizinhas, nomeadamente outras invaginacoes que formam o epitélio
gastrico. Estes estudos permitiram concluir que o modelo desenvolvido é simples, mas realista,
visto que os resultados obtidos vao de encontro ao exposto na literatura, mas também aos cortes
histologicos deste tipo de cancro. Os resultados apresentados permitiram ainda propor algumas
possiveis terapias coadjuvantes, nomeadamente o aumento da adesao celular, mas também a
diminuicao da duragao do ciclo celular.

Palavras-chave: cancro géastrico, cancro gastrico difuso hereditario, modelo cellular Potts,

adesao celular, novas terapias.
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Capitulo 1

Introducao

No presente capitulo sao apresentados os objetivos do projeto (Secgao 1.1), a motivagao para
o desenvolver onde se englobam alguns dados estatisticos (Secgao 1.2), o estado da arte (Secgao

1.3) e, por tltimo, é descrita a estrutura da dissertacao (Secgao 1.4).

1.1 Objetivos

O projeto descrito nesta dissertacao de mestrado tem como objetivo a criagdo de um modelo
computacional que descreva o desenvolvimento do cancro gastrico difuso hereditario, permitindo

estudar o crescimento tumoral, auxiliando no diagnéstico e no estudo de possiveis terapias.

1.2 Motivagao

O cancro gastrico é a quinta patologia mais comum no mundo, é considerada a terceira causa
de morte por cancro em ambos os sexos, ficando apenas atras do cancro do pulmao, em primeiro,
e do cancro colo-retal, em segundo [1]. Todos os anos aproximadamente 1 000 000 de pessoas sao
diagnosticadas com cancro géstrico e 800 000 acabam mesmo por morrer. No entanto, apesar
da taxa de mortalidade deste tipo de cancro ter vindo a diminuir ao longo dos 1ltimos 10 anos,
a taxa de sobrevivéncia mantém-se baixa [2].

Em Portugal, de acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), em 2019 (ultimo ano
com dados registados), o cancro gastrico foi o terceiro tipo de cancro com maior mortalidade
(2246 mortes num universo de 28 464), s6 atras de tumores do cdlon, reto e anus, e da traqueia,
bronquios e pulmao, mantendo uma maior incidéncia em individuos do sexo masculino [3].

Por conseguinte, é preponderante perceber o que esta na base deste tipo de cancro, bem como
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quais as possiveis formas de tratamento, que possam ser inovadoras e que ajudem a melhorar a
qualidade de vida dos doentes. Para isso, os modelos computacionais sao fulcrais, uma vez que
reduzem o uso de modelos animais na busca de novas solugoes, sendo mais facil testar diferentes
terapias, ja que este tipo de modelos visam mimetizar o comportamento biolégico, no caso, do

cancro gastrico difuso hereditario.

1.3 Estado da arte

O cancro é a segunda causa de morte a nivel mundial. Em 2018 matava uma em cada
seis pessoas diagnosticadas [4]. A taxa de sobrevivéncia para véarios tipos de cancro aumenta
consideravelmente quando a detecao é feita precocemente, contudo é necessario perceber os
mecanismos na origem da evolugao tumoral, bem como o seu comportamento perante algumas
terapias passiveis de serem aplicadas. Para isso, os modelos matematicos e computacionais
sao fundamentais, uma vez que permitem perceber como evolui um tumor com caracteristicas

especificas.

Varios sao os modelos computacionais desenvolvidos para estudar o crescimento tumoral,
uns mais complexos que outros. Alarcén et al. (2003-2006) [5-7] desenvolveram um modelo
simples usando autématos celulares e equagoes diferenciais para simular o desenvolvimento tu-
moral, considerando o fluxo sanguineo, o transporte de oxigénio e de nutrientes, e as interagoes
celulares. Mais tarde, Owen et al. (2009) [8] usaram o mesmo modelo, tornando-o mais realista,
implementando a angiogénese. Poplawski et al. (2009) [9] desenvolveram um modelo computa-
cional usando o CPM, tendo em conta o trabalho de Anderson et al. (2005) [10]. Neste modelo
era simulada a vasculatura tumoral, acrescentando ainda os efeitos de adesdo e transporte de
nutrientes na sua morfologia. No mesmo ano, Shirinifard et al. (2009) [11] criaram um modelo
computacional usando o Cellular Potts Model que descrevia tridimensionalmente o desenvolvi-
mento tumoral, bem como a sua vasculatura, de uma forma simplificada. Recentemente, Jean-
quartier et al. (2016) [12] usaram uma interface web para a visualizagao do crescimento tumoral
usando o CPM para a implementacao do comportamento celular. Todos estes modelos descritos
utilizam modelos computacionais, mais ou menos complexos, para simular o comportamento
celular e, assim, analisar o crescimento tumoral e a sua vasculatura. No entanto, estes modelos
focam-se principalmente na influéncia dos vasos sanguineos, da angiogénese e do transporte de

oxigénio e nutrientes no desenvolvimento tumoral.

Carvalho et al. (2020, 2021) [13,14] desenvolveram um modelo computacional, primeiro
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em 2D (2020) e mais tarde em 3D (2021), usando o CPM para estudar o comportamento do
cancro da bexiga, desde o seu estadio inicial, até aos estadios invasivos. Este trabalho focou-se
principalmente nas condigoes fisicas e mecanicas em que o tumor se desenvolve, nao considerando
a angiogénese, nem o transporte de nutrientes e oxigénio; foram ainda consideradas algumas
terapias aplicadas a este tipo de cancro, nomeadamente a ablacao tumoral ou a quimioterapia.
O modelo desenvolvido e descrito nesta dissertagao foi adaptado a partir do modelo criado por
Carvalho et al. (2021) [14], mas desta vez aplicado ao cancro gastrico difuso hereditario.

No que diz respeito ao cancro gastrico, os principais modelos computacionais criados tém
por base Machine Learning e sao usados para prever anomalias histopatolégicas caracteristicas
deste tipo de cancro em imagens de tomografia computorizada, como é o caso do modelo criado

por Li et al. (2019) [15].

1.4 Estrutura da tese

Esta dissertacao contém cinco capitulos. O Capitulo 1 corresponde a Introducéo onde sao
descritos os objetivos do projeto, bem como a motivacdo, o estado da arte e a estrutura da
dissertacao. No Capitulo 2 é feita referéncia ao contexto biolégico do projeto, comecando do
genérico para o particular: identificacao do 6rgao em estudo, o estomago, descricao e referen-
ciacao de algumas das suas caracteristicas. Posteriormente é descrito de forma breve em que
consiste o cancro gastrico e quais as suas caracteristicas e, por ultimo, é definido o cancro gastrico
difuso hereditario e identificadas as suas caracteristicas histolégicas e anatémicas, fazendo re-
feréncia a origem, diagnostico e tratamento. No Capitulo 3 sao descritos os métodos usados na
criacdo do modelo computacional em causa. No Capitulo 4 sao apresentados os resultados, bem
como alguns comentarios e discussoes. Por tltimo, no Capitulo 5 sdo apresentadas as conclusoes

do projeto, assim como possiveis terapias e o trabalho futuro.
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Capitulo 2

Contexto bioldgico

No presente capitulo serao apresentados os conceitos biolégicos que estdao na base do projeto
desenvolvido, evoluindo a partir de conceitos genéricos até ao tema central do projeto. Desta
forma, na Seccao 2.1 é apresentado de forma breve o 6rgao em estudo, o estomago, as suas
divisoes anatomicas e histolégicas, as suas fungoes e patologias associadas. Na Secgao 2.2 sao
descritas as principais classificagoes patoldgicas utilizadas na avaliacao do desenvolvimento do
cancro gastrico. Por dltimo, na Seccao 2.3 é introduzido o tema do CGDH, identificando a sua

origem, meios de diagndstico e monitorizacao, tratamento e ainda outras patologias associadas.

2.1 Estomago

O estomago é um 6rgao em forma de J, pertencente ao sistema digestivo. Localiza-se na
parte superior do abddémen, ligeiramente deslocado para a esquerda, entre o eséfago e o intestino,
imediatamente abaixo do diafragma (Figura 2.1) [16,17]. Apresenta uma regiao concava do lado
direito, designada de pequena curvatura, e uma convexa do lado esquerdo, apelidada de grande
curvatura.

Quando o estomago estd vazio, o epitélio que o reveste forma numerosas dobras longitudinais
semelhantes a dedos conhecidas por invaginagoes, que desaparecem quando o estomago estd

distendido, o que acontece durante o processo de digestao.
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Figura 2.1: Sistema digestivo e localizacao do estomago.
Imagem de dominio piblico em [16].

Os alimentos ingeridos e previamente triturados passam pelo eséfago até ao estomago, onde
sao armazenados e misturados com o suco gastrico produzido pelas glandulas gastricas, localiza-
das na base das invaginacoes que revestem o estomago. Forma-se, entao, o quimo que passa para
o0 intestino através do duodeno, que funciona como passagem entre o estomago e o intestino. Em
ambas as aberturas do estomago, ligadas ao eséfago e ao duodeno, hé esfincteres que evitam o
refluxo. Estes sao formados por musculos de fibras circulares concéntricas dispostas em forma
de anel. Os esfincteres do estomago sao formados pela continuacao da camada muscular que
constitui a sua parede. O esfincter cardico localiza-se entre o es6fago e o estomago e impede que
os alimentos regressem ao eséfago, apds a sua passagem para o estomago. O esfincter pilérico
localiza-se na parte final do estomago, na passagem para o duodeno, impedindo que o quimo
regresse ao estOmago apos passar para o duodeno. Desta forma, a principal funcao do estomago
é armazenar temporariamente os alimentos ingeridos, mistura-los e quebra-los gracas a acao do
movimento dos musculos da sua parede e as secrecoes acidas libertadas. Apesar da absorcao
dos nutrientes ocorrer ao longo de todo o tubo digestivo, o estomago nao apresenta um papel
consideravel nesse aspeto, pelo contrario, é apenas responsavel pela absorcao de agua, alcool e

algumas drogas.

Anatomicamente, o estdbmago divide-se em cinco regides (ver Figura 2.2) [17,18]:
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Cardia — primeira parte do estomago, logo apds o eséfago. E onde se localiza o esfincter

cardico.

e Fundo - regido superior do estomago. Adapta-se as variagoes de volume durante o processo

de digestao.

e Corpo - regiao mais larga onde os alimentos ingeridos sao armazenados, misturados e

onde se inicia a sua quebra.

e Antro - regiao inferior do estémago, com forma semelhante a um funil, cuja extremidade
mais larga se une a parte inferior do corpo e a sua extremidade mais pequena ao piloro. E
nesta regiao que o alimento previamente quebrado no corpo é armazenado até ser libertado

no intestino delgado.

e Piloro - regiao do estomago que faz a ligacao ao intestino delgado, nomeadamente ao

duodeno. E onde se localiza o esfincter pilérico.
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Figura 2.2: Regioes anatémicas do estomago e respetiva estrutura do epitélio gastrico.
Imagem de dominio piiblico em [18].

As paredes do estomago sao formadas por quatro camadas de tecido (ver Figura 2.2) [18]:

e Mucosa - camada que reveste a parte interna do estomago. Quando este esta vazio, esta

camada apresenta um aspeto rugoso, que tende a desaparecer durante o processo digestivo.
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e Submucosa - camada que recobre a mucosa, formada por tecido conectivo que contém

vasos sanguineos e linfaticos, células e fibras nervosas.

e Muscularis propria ou muscularis externa - camada que reveste a submucosa. Con-
siste no musculo gastrico, formado por trés camadas de musculo com caracteristicas dis-

tintas, que serao descritas mais a frente.

e Serosa - membrana fibrosa que recobre a regido externa do estomago, também conhecida

como peritoneu visceral.

Como ja mencionado, a muscularis externa é constituida por trés camadas de musculo com

caracteristicas distintas (ver Figura 2.2) [18]:

e Miusculo longitudinal - camada muscular mais externa, formada por fibras musculares
longitudinais, a semelhanca do eséfago, é, portanto, uma continuacao do musculo que
constitui as paredes do eséfago. Este tipo de musculo continua até ao duodeno e intestino

delgado.
e Miusculo circular - camada muscular intermédia, sendo a que apresenta maior robustez.

e Misculo obliquo - camada muscular mais interna, formada por musculo liso, sendo mais

forte na regiao do fundo e progressivamente mais fraca na regiao do piloro.

A mucosa é revestida por um epitélio simples colunar, com numerosas estruturas em forma
de dedo, designadas de invaginacoes, que se prolongam até a lamina propria. Estas sao formadas
geralmente por trés regioes: fosso, istmo e base, sendo que na base localizam-se as glandulas
gastricas. Porém, dependendo da regiao anatéomica do estomago, pode ainda existir uma regiao
intermédia entre o istmo e a base, designada por pescoco. O tipo de células existente em
cada regiao depende do local do estomago considerado. Por exemplo, as invaginacoes do antro
dividem-se apenas em trés regioes, o fosso, o istmo e a base, nao possuindo em nenhuma destas
células parietais. No entanto, as invaginagbes do corpo dividem-se em fosso, istmo, pescogo e
base, sendo que no pescogo estdo presentes células parietais (ver Figura 2.3). De um modo
geral, ha cinco tipos de células diferenciadas nas invaginacoes: células mucosas superficiais,
células mucosas do pescogo, células parietais, células principais, enteroendocrinas (que incluem

células G 1, D 2 e ECL 3) e as designadas células tufo que constituem as glandulas gastricas.

! As células G sdo responséaveis por segregar gastrina [19].

2 As células D produzem e segregam somatostatina [20].

3 As células ECL sintetizam e segregam histamina em resposta & estimulacio da gastrina. Em conjunto poten-
ciam a secrecao de dcido pelas células parietais [21].
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Na Figura 2.3 encontra-se a representacao das invaginagoes bem como as diferentes regioes
que as compoe e as respetivas células. E também possivel comparar os diagramas com imagens

histolégicas do antro e do corpo, as duas regioes do estomago representadas.

Isthmus
Neck
Base
@_] Surface mucous cells ©> Chiefcells
(@3 Mucous neck cells @ Gecells [E=> Gastric stem cells
@™ Mucous gland cells @ ECLcells @] Progenitor cells
@3 Parietal cells @ Tuft cells

Figura 2.3: Representagao esquematica das invaginagoes, das suas diferentes regioes e das células

respetivas que as constituem, na regiao do antro e do corpo. Estao também representadas as

imagens histologicas das diferentes partes que formam as invaginagoes do antro e do corpo.
Imagem adaptada de [22].

Devido as condigoes fisiolégicas a que as células do epitélio gastrico estao sujeitas, nomea-
damente devido as secrecoes acidas envolvidas no processo de digestao, o epitélio renova-se a
cada trés dias, por forma a manter a sua integridade. Isto s6 é possivel gracas a acao das células
estaminais do epitélio [22].

Como ja referido anteriormente, o estomago é responsavel por armazenar os alimentos, mis-
turéd-los e quebra-los, porém desempenha também um importante papel no que concerne a defesa,
do organismo, nomeadamente contra micrébios provenientes dos alimentos. E por isso, afetado
por algumas patologias, como gastrites, tlceras pépticas, infe¢oes por Helicobacter pylori (H.
pylori) e cancro géstrico. As gastrites consistem em inflamagoes da mucosa gastrica, sendo mais
frequentes do que as infe¢bes por H.pylori. A inflamagdo crénica da mucosa gastrica conduz
a perda progressiva de glandulas gastricas, atrofia, ou a sua substituicao por células mutadas,

metaplasias. Ambos os casos sdo reconhecidos como precursores de carcinogénese gastrica, tema
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abordado na seccao seguinte.

2.2 Cancro gastrico

Existem numerosas classificagoes patoldgicas que avaliam o desenvolvimento do cancro gastrico,
tendo em conta os seus aspetos macro e microscopicos. Todos sao comumente usados, mas ne-
nhum deles foi ainda aceite como sistema padrao.

A primeira classificagao foi proposta por Borrmann em 1926 [23] e baseia-se na aparéncia
macroscopica do tumor. De acordo com esta os tumores sao classificados em quatro tipos: tipo
I (polipoide), tipo II (fingica), tipo III (ulcerada) e tipo IV (plana ou difusa infiltrativa) [24].
Na Figura 2.4 encontra-se uma representacao esquematica da forma destes quatro tipos na

classificacao de Borrmann.

POLYPOID FUNGATING ULCERATED FLAT

I

Figura 2.4: Classificagao de Borrmann.
Imagem adaptada de [24].

De acordo com a investigagao levada a cabo por Diaz del Arco et al. (2021) [24], os tumores
planos sao diagnosticados em doentes mais novos, com uma média de idades de 62 anos, ao
contrario do que acontece com os tumores polipoides, ulcerados (70-71 anos) ou fungicos (77
anos). Os tumores ulcerados apresentam ainda dimensdes mais reduzidas (tamanho médio de
30mm), contrariamente aos tumores polipoides, fingicos e planos (48 — 53mm). Comparando
com a classificacao de Laurén, abordada mais a frente na presente seccao, 67-73% dos tumores do
tipo polipoide e fingico e 49% dos tumores ulcerados sao do tipo intestinal, sendo que os tumores
do tipo plano sao frequentemente difusos (67%). Células em anel de sinete estdo associadas aos
tumores do tipo plano em 62,5% dos casos e ao tipo ulcerado em 43,6% [24].

Mais tarde, em 1965, Pekka Laurén [2] prop6s uma outra classificagdo do cancro gastrico,
desta vez clinico-histolégica, dividindo-o em dois tipos principais: o tipo intestinal e o tipo
difuso, exibindo diferentes patologias, epidemiologias e etiologias [25]. No entanto, mais tarde
verificou-se que determinados individuos agregam os dois tipos, acrescentando-se, por isso, uma
outra nomenclatura a classificagdo de Laurén, o tipo misto [2]. As imagens histoldgicas destes

trés tipos de cancro géstrico estao representadas na Figura 2.5.
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Intestinal type Diffuse type Mixed type

Figura 2.5: Classificacao histolégica de Laurén, em tipo intestinal, difuso e misto.
Imagem adaptada de [2].

Nos tumores do tipo intestinal, as células tumorais apresentam uma maior adesao, organizando-
se em formagoes tubulares ou glandulares, estando, geralmente, associado a metaplasias intes-
tinais com invasao vascular e linfatica, o que promove a dispersao do tumor para outras partes
do corpo [25]. Este tipo de cancro surge maioritariamente em individuos do sexo masculino com
uma idade mais avancada, afetando principalmente a regiao do antro no estémago; no entanto,
apresenta um melhor prognéstico [2]. Contrariamente, no cancro gastrico do tipo difuso as
células tumorais apresentam uma perda de adesao as demais, o que resulta numa maior invasao
do estroma por uma unica célula, ou por grupos pequenos de células, levando a uma populacao
de células tumorais nao coesas e dispersas. O cancro gastrico difuso tem uma maior incidéncia
nos individuos de sexo masculino com idades inferiores a 65 anos. Comparativamente com o
cancro gastrico do tipo intestinal, o tipo difuso apresenta maiores dimensoes, entre 4 e 8cm,
desenvolve-se maioritariamente na regiao central do estomago (corpo) e as células apresentam
pouca diferenciacao. Em termos de invasao, o tipo difuso tem uma maior invasao dos vasos
sanguineos e linfaticos, estendendo-se predominante em direcao a lamina prépria; em contrapar-
tida, no tipo intestinal a invasdo ocorre maioritariamente para a regiao da mucosa [2].

Na génese destes tipos de cancro gastrico esté a metilacdo do DNA, modificagoes de histonas
e recombinacdo cromossémica. Todavia, ambos partilham fatores de risco como a dieta e o
ambiente envolvente, sendo este tltimo um dos fatores predominantes no tipo intestinal. O
cancro gastrico do tipo difuso pode ter na sua origem causas genéticas, como discutido mais a
frente na presente dissertacao.

Na Secgao 2.1 foi mencionado que a infe¢ao por H. pylori pode estar na origem do cancro
gastrico, o que associado a fatores ambientais e alimentares, pode despoletar cancro géstrico do
tipo intestinal. No que concerne ao cancro gastrico do tipo difuso, este surge, normalmente,
associado a gastrites.

Por fim, mais recentemente a Organizacao Mundial de Saiide (OMS) propos uma classificacao

11
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mais detalhada comparativamente as anteriores. Assim, de acordo com a OMS, hé cinco tipos de
cancro gastrico: adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma papilar, adenocarcinoma mucinoso,
carcinoma pouco coesivo, e carcinoma misto. Os adenocarcinomas tubulares sdo compostos por
pequenos tubos ramificados, designados por tubulos, de diferentes tamanhos, cujo diametro va-
ria. Neste tipo de tumores as células tumorais individuais sdo colunares, cuboides ou achatadas,
podem ainda ser pouco diferenciadas, sendo que nesse caso, os tumores designam-se carcinomas
sélidos. J4 no caso de possuirem um estroma linfoide proeminente designam-se carcinomas me-
dulares ou carcinomas com estroma linfoide [26]. No caso dos adenocarcinomas papilares, estes
desenvolvem-se na direcao para fora da parede do estomago, originando estruturas em forma de
dedo que se projetam para o interior da cavidade do estomago. Por norma as células tendem
a comportar-se como células normais. Os adenocarcinomas mucinosos apresentam uma grande
quantidade de mucinas (principal substancia constituinte do muco) fora das células cancerigenas.
Os carcinomas pouco coesivos incluem os carcinomas formados por células em anel de sinete e
organizados em aglomerados de células tumorais. Por tultimo, o carcinoma misto possui uma
mistura de vérios tipos de adenocarcinomas [26].

O American Joint Committee on Cancer (AJCC) e a International Union Against Cancer
(UICC) criaram um sistema que descreve o estadio e disseminagao do cancro no corpo do doente,
usando a nomenclatura TNM (ver Tabela 2.1). T descreve o tamanho e a disseminagao do tumor
no tecido proximo; N descreve a disseminagao do cancro para os nodos linfaticos préximos; e M

descreve a existéncia de metéstases (disseminagao do cancro para outras partes do corpo) [27].

12
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Tabela 2.1: Nomenclatura TNM. Adaptada de [27].

Estadio Tumor (T) | Nodos Linfaticos (N) | Metastases (M)
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio TA T1 NO MO
. T2 NO
Estadio IB T1 N1 MO
T3 NO
Estadio ITA T2 N1 MO
T1 N2
T4a, NO
. T3 N1
Estadio IIB T9 N9 MO
T1 N3a
T4b NO
T4a N1
Estadio TITA T4a N2 MO
T3 N2
T2 N3a
T4b N1 or N2
T4a N3a
Estadio ITIB T3 N3a MO
T2 N3b
T1 N3b
T4b N3a or N3b
Estadio 1IIC T4a N3b MO
T3 N3b
Estadio IV | Qualquer T Qualquer N M1

Tis — Tumor in situ; T1 — o tumor invade a lamina prépria ou a submucosa; T2 -
o tumor invade a muscularis propria ou a subserosa; T3 - o tumor invade o tecido
conectivo da subserosa sem invadir a serosa (peritoneu visceral) ou as estruturas adja-
centes; T4a — o tumor invade a serosa; T4b — o tumor invade as estruturas adjacentes
a serosa; NO — nao ha invasao dos nodos linfaticos préximos; N1 — invasao de um a
dois nodos linfaticos; N2 — invasao de trés a seis nodos linfaticos; N3a — invasao de
sete a quinze nodos linfaticos; N3b — invasao de mais de 15 nodos linfaticos proximais;
MO - sem metdstases em outras partes do corpo; M1 — presenga de metdstases. [28]

Sao usados varios meios complementares de diagndstico para definir cada componente da
nomenclatura TNM. Nomeadamente, para obter informacoes referentes ao T e ao N usam-se
endoscopias digestivas altas, com ou sem bidpsias; N e M sao ainda avaliadas com recurso a
tomografias computacionais ao peito, abdémen e pélvis. Em certos casos, pode ser necessario

usar outros meios, tais como a tomografia por emissao de positroes e a laparoscopia diagnostica.

Nestes casos é possivel obter informagoes mais precisas sobre o estadiamento M [27].

Na Figura 2.6 encontra-se uma representagao da evolucao dos diferentes estadios do cancro

gastrico.
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Figura 2.6: Representacao da evolugao dos diferentes estadios do cancro géstrico.
Imagem adaptada de [29].

Relativamente aos métodos de tratamento, o mais eficaz continua a ser a cirurgia, em que
pode ocorrer a remoc¢ao apenas do tumor, sempre acompanhada da remocao dos nodos linfaticos
proximos, ou a remocao total do estomago. O tipo de abordagem cirtirgica depende da lo-
calizacao e do estadio do tumor. A quimioterapia é também encarada como um tratamento

coadjuvante a cirurgia [27].

2.3 Cancro gastrico difuso hereditario

Como descrito na Seccao 2.2, da totalidade de diagnésticos de cancro géstrico difuso (CGD),
aproximadamente 40% sao esporadicos, sendo que 1 a 3% tém ligacoes a fatores hereditdrios,
ou seja, sdo considerados cancros géstricos difusos hereditdrios. Assim, de uma forma geral, o
cancro gastrico difuso hereditdrio (CGDH) é uma sindrome cancerigena autossémica dominante,
caracterizada por um elevado risco de desenvolvimento de cancro géstrico difuso e cancro da
mama lobular invasivo (CMLI) [30].

O CGDH foi originalmente detetado em 1964, na Nova Zelandia, em trés familias Maori
com CGD. Oito membros da familia apresentaram cancro géastrico em idades muito precoces
(31 a 65 anos) ao longo de quatro geragdes. A andlise deste padrao levou a identificagao de um
gene supressor tumoral, o CDH1, como uma variante da linhagem germinativa causadora daquele
tipo de cancro gastrico identificado. Assim, de acordo com o relatério original, ficou comprovado
que a maioria dos casos de cancro gastrico difuso confirmados tinham origem hereditaria nas

variantes patogénicas do gene CDH1. Recentemente, outras variantes patogénicas de genes,
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como o CTNNAT1, o PALB2 e o MAP3KG6, foram também associadas a origem do CGDH.
No entanto apenas foi possivel estabelecer causalidade com o gene CTNNA1, o que levou, em
2020, a uma atualizacdo das diretrizes expressas pelo International Gastric Cancer Linkage
Consortium (IGCLC) e que definem o CGDH pela presenca de variantes patogénicas CDH1 ou
CTNNAI num caso isolado, ou numa familia com dois ou mais casos de CGD em familiares de
primeiro ou segundo grau. Isto significa que o foco estd no gendtipo e na forte predisposigao
para o desenvolvimento de cancro géstrico [31].

A presenga de variantes patogénicas CDH1 e/ou CTNNAT1 conferem um risco estimado de
70% nos homens e 56% em mulheres de desenvolver cancro gastrico difuso, o que determina como
principal meio preventivo a gastrectomia total profildtica. Esta é recomendada para individuos
que preencham os critérios que definem o CGDH. Associado a este tipo de cancro pode estar
ainda o cancro da mama lobular invasivo (CMLI), sendo que aproximadamente 50% das mulheres

com CGDH tém risco de o desenvolver [31].

2.3.1 Origem

Mutagoes no gene CDH1 e/ou CTNNAI1 estdo na origem do CGDH [31]. O gene CDHI1
codifica a expressao da E-caderina, localiza-se no cromossoma 16¢g22.1 e possui 16 exdes. Mais
de 100 variantes patogénicas do CDH1 tém sido descritas como presentes em familias com
prevaléncia de CGDH. As mutacGes que caracterizam estas variantes estao presentes em todo
o gene, incluindo nos introes e exdes. As mutacOes mais recorrentes sao as pequenas insergoes
e delegoes, as mutagoes do tipo missence (nas quais a mutacao de uma base codifica um novo
aminodcido que conduz a uma alteragao da funcao da proteina), as mutagoes de mudanca de sitio
e as grandes delegoes de exoes e mutagoes do tipo nonsense (nas quais a mutagao resulta no codao
de terminagao, truncando a proteina) [1]. No entanto nao hé evidéncias de correlagao entre o
fenétipo e a localizacéo ou tipo de mutagao presente no gene CDH1. Porém, em 80% dos casos, as
mutacoes prevalentes no gene sao do tipo truncado em que se verifica uma prematura ocorréncia
de codoes stop. Nos restantes 20% dos casos de CGDH a principal mutacao identificada é
do tipo missense, resultando em moléculas de E-caderina com uma tnica substituicao de um
aminoacido. Este tipo de mutagoes resultam num problema sério em termos genéticos e em
propostas de possiveis tratamentos, ja que o impacto na funcao da proteina é imprevisivel [1].

As mutagoes que potenciam a perda de fungao da linha germinativa do CDH1 ocorrem em
aproximadamente 40% dos casos detetados de CGDH. Contudo, Melo et al. (2017) [32] propdem

que a inativacao do alelo funcional remanescente, por agdo de um segundo mecanismo molecular,
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leve a inativagao bialélica do gene, o que desencadeia o desenvolvimento de cancro gastrico do
tipo difuso. De acordo com a mesma fonte, foi demonstrado que a hipermetilacdo é a causa
mais frequente deste segundo mecanismo molecular, surgindo em 50% dos casos diagnosticados,
sendo que possiveis mutacoes ou delecbes sao menos frequentes nestes mecanismos.

Comparativamente as formas esporadicas de CGD, as alteragoes genéticas no CDH1, no caso
de doentes com CGDH, estao presentes em toda a extensao do gene, o que nao se verifica nos
casos esporadicos, onde as mutagoes se concentram, maioritariamente, nos exoes 7 e 9 [1].

Ao contrério de outros tumores, a perda completa de expressao do gene CDH1 néo é condicao
suficiente para o desenvolvimento de carcinomas invasivos; sdo necessarias outras modificagoes
em genes como Smad4 e pbH3 para que se manifeste a forma mais agressiva de cancro gastrico
difuso ou metdstases. Esta conclusao foi obtida por Pereira et al. (2006) [33] e por Park et al.
(2014, 2018) [34,35] através de experiéncias usando ratos. Segundo Pilonis et al. (2021) [31],
56% dos carcinomas invasivos apresentam anomalias na expressao da pb3, enquanto estadios
iniciais de CGDH tém uma resposta imunorreativa normal, isto é, a expressao da p53 é normal,
o que sugere que pode ser considerada como um biomarcador da progressao tumoral [31].

Outros estudos reportam interagoes entre a E-caderina e o Human epitelial growth factor re-
ceptor 2 (HER2) através de interagoes com 53—, p120-, e a—catenina que potenciam a diminuigao
da mediacao da adesao celular por parte das E-caderinas, o que facilita a invasao e migracao
tumoral [1]. O HER2 é um recetor que funciona como fator de crescimento e que estd asso-
ciado a mecanismos de diferenciacdo celular, adesdo e apoptose. Através de ensaios imunohis-
toquimicos demonstrou-se uma expressao excessiva do HER2 em adenocarcinomas gastricos,
porém ¢é mais evidente em carcinomas do tipo intestinal. Estas relagoes nao apresentam ainda
muitas evidéncias cientificas da ligacao entre o HER2 e o CGDH [36].

Quanto ao gene CTNNA1, este codifica a a—FE-catenina, uma proteina que interage com
a E-caderina: o terminal-N da a—E-catenina liga-se a S—catenina, que por sua vez se liga
diretamente ao terminal-C da E-caderina. Na Figura 2.7 encontra-se representado um diagrama
que descreve o papel da E-caderina na adesao celular, bem como as suas ligacoes aos trés tipos

de cateninas presentes nas células.
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Figura 2.7: Representagao da acao da E-caderina, da sua ligagdo as cateninas e da expressao de
genes.
Imagem adaptada de [31].

A E-caderina pertence a familia das caderinas, que consiste num grupo de glicoproteinas
que medeiam a adesao celular [1]. E uma proteina transmembranar, cujo dominio extracelular
intervém nas interacoes homofilicas especificas com as células vizinhas, enquanto o dominio
intracelular se liga as cateninas alfa, beta e delta. Estas, por sua vez, ligam-se a actina do
citoesqueleto, formando juncoes aderentes estdveis [31], influenciando a forma, polaridade e
funcao das células do epitélio [32]. Desta forma, tanto o gene CDH1 como o CTNNA1 estao
intimamente ligados aos processos de adesao celular, dai que mutacoes nestes genes estejam

associadas a perdas de adesao nas células, formando tipos de cancro gastrico difuso.

A adesdo celular é preponderante para a manutengdo da morfogénese e homeostasia dos
tecidos. Contudo, é também crucial no que diz respeito a ativacao de outros processos celulares,
nomeadamente a diferenciacdo, a sobrevivéncia e a migracao celular através do controlo da

expressao de determinados genes, bem como da ativagao de vias de sinalizagao especificas [32].

Histologicamente o CGDH caracteriza-se pela presenca de lesoes em forma de anel de sinete,
porém a sua origem celular ainda nao é bem aceite na comunidade cientifica. Humar et al. (2007)
[37] estabeleceram que o CGDH se desenvolvia, maioritariamente, na regido superior do pescogo
das invaginacoes do epitélio que reveste o estomago, o que levou a perspetivar que a origem celular
do CGDH pudesse estar ligada as células estaminais, por serem as principais células presentes
nessa regiao. Tal como ja referido na Seccao 2.2, o CGD desenvolve-se maioritariamente na
regido central do estdmago, ou seja, no corpo. Ai a regiao do pescoco das invaginagoes é formada
principalmente por células parietais e mucosas, tal como é evidente na Figura 2.3. Waldum et
al. (2014) [38] propuseram que a origem celular do CGDH seriam as células neuroendocrinas,
uma vez que estas estdo sujeitas a uma perda de expressao de E-caderina. Todavia, estudos

de knock-out de CDH1 em modelos animais mostraram que as células parietais podem migrar
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na lamina prépria, mimetizando o carcinoma com células em anel de sinete, o que sugere que
as células parietais possam estar na origem das estruturas em anel de sinete que caracterizam,

histologicamente, o CGDH [1].

2.3.2 Diagnéstico e monitorizacao

Em 2020, o IGCLC reformulou os critérios de detegao genética do CGDH. Esses critérios

estao descritos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Critérios genéticos de identificacao de cancro géstrico difuso hereditario. Adaptado
da referéncia [31].

Ano Gene Critérios

Individuos com idade inferior a 50 anos e com CGD
Diagnostico de CGD em individuos com qualquer idade e que
pertencam a etnia Maori

Diagnéstico de CGD em individuos com qualquer idade com
histérico pessoal ou familiar (primeiro grau) de labio/palato

leporino
CDH1 Histérico de CGD e CML, ambos diagnosticados em idades
2020 inferiores a 70 anos
CTNNA1® | Bilateral CML/CLIS, ambos diagnosticados em idades inferiores
a 70 anos

Presencga de células em anel de sinete in situ e/ou propagacao
pagetoide de células em anel de sinete em individuos com idade
inferior a 50 anos

Dois ou mais casos de cancro gastrico diagnosticados na familia,
em qualquer idade, com pelo menos um identificado como CGD ?
Dois ou mais casos de CML diagnosticados em membros da familia
com menos de 50 anos de idade °

Um ou mais casos diagnosticados de CGD em qualquer idade e um
ou mais casos de CML em idade inferior a 70 anos em diferentes
membros da familia °

@ Testado quando os critérios genéticos sao validos e nenhuma variante patogénica do gene CDH1
foi encontrada.

® Os membros familiares devem ter relacdes consanguinidade de primeiro ou segundo grau.
Abreviaturas: CGD, cancro gastrico difuso; CML, cancro da mama lobular; CLIS, carcinoma
lobular in situ.

Para além destes testes genéticos que apenas revelam a predisposicao para o desenvolvi-
mento de cancro gastrico difuso hereditario, a sua presenca real é um pouco mais dificil de
ser diagnosticada, uma vez que em fases precoces do desenvolvimento de CGDH as estruturas
que o caracterizam histologicamente, como é o caso das estruturas em anel de sinete, nao sao
bem visiveis através de meios complementares de diagndstico. Isto implica que o CGDH seja

detetado em fases mais avancadas, o que pode condicionar as formas de tratamento passiveis

18



CAPITULO 2. CONTEXTO BIOLOGICO

de serem usadas [31]. O principal meio de diagndstico usado é a endoscopia digestiva alta (ver
Figura 2.8); porém, nestas o estadio inicial do desenvolvimento do cancro é muito dificil de ser
detetado, mesmo por profissionais experientes no diagnostico deste tipo de patologias. Teori-
camente, estima-se que sejam necessarias 1768 bidpsias para assegurar uma taxa de 90% de
detecdo de apenas um foco de células tumorais [1].

As endoscopias digestivas altas devem ser realizadas anualmente quando os critérios genéticos
sao aplicaveis, ou com periodicidade de seis meses quando sao detetados estadios iniciais de
CGDH. Nestes casos, sao ainda realizadas bidpsias durante as endoscopias. As recomendagoes
atuais, definidas pelo protocolo de Cambridge, sugerem que devem ser realizadas um total de
30 bidpsias: 5 na regiao do antro, zona de transicao, fundo e cardia e 10 na regiao do corpo
onde, maioritariamente, se desenvolve o CGDH. Posteriormente, a partir de analises histoldgicas
as bidpsias realizadas é possivel detetar a presenca de estruturas anémalas e caracteristicas do

CGDH [31].
L

Esophagus —— |

Sphincter ———

Gastroscope

/ Light

Figura 2.8: Representacao do procedimento de uma endoscopia digestiva alta usada como meio
de diagndstico do cancro géstrico.
Imagem adaptada de [29].

2.3.3 Tratamento

Como o diagndstico precoce do CGDH é dificil, quando os critérios genéticos sao aplicaveis,
para doentes com idades entre 20 e 30 anos a realizacao de uma gastrectomia total profilatica ¢é
recomendada, para evitar o desenvolvimento de cancro gastrico difuso; porém para doentes com
idades superiores a 70 anos as gastrectomias sao desencorajadas. Muitos doentes preferem adiar
este procedimento por questoes socioecondémicas ou psicossociais, por isso a estes doentes é-lhe

recomendado a realizacdo de endoscopias de vigilancia. Todavia, como ja referido na secgao
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anterior, nem sempre as endoscopias sao capazes de prever o desenvolvimento de CGDH [31].
Atualmente a cirurgia é a tnica opcao vidvel para uma possivel cura. Para além das gas-
trectomias profilaticas, a remocgao cirurgica do tumor pode ser uma possibilidade de tratamento,
sendo sempre acompanhada pela remog¢ao dos nodos linfaticos préximos do tumor (Figura 2.9).
Mas a abordagem cirdrgica depende da localizagao e estadio do tumor. Para estadios iniciais,
o risco de invasao dos nodos linfaticos é reduzido, pelo que o tumor pode ser tratavel com re-
curso a ressecao endoscépica. Este tipo de tratamento em fases iniciais fornece baixas taxas de
complicacoes e reaparecimento local do tumor, bem como boas taxas de sobrevivéncia a 5 anos,
sendo indicado especificamente para doentes cujos tumores apresentam dimensoes reduzidas,

inferiores a 2cm, bem diferenciados e sem ulceragoes.

... °
o ® e———— Cancerin the

S ‘.'v o, lymph nodes
(] o
\ ° o*®

Figura 2.9: Nodos linfaticos préoximos que, por norma, sao removidos aquando das gastrectomias
profilaticas.
Imagem adaptada de [29].

Para estadios mais avancados a gastrectomia é a tnica forma de tratamento possivel, depen-
dendo da estrutura e invasdo do tumor. A gastrectomia pode ser realizada por laparoscopia,
assistida por robo, ou aberta. O primeiro caso confere algumas vantagens, nomeadamente por
ser uma técnica pouco invasiva, o que diminui a perda de sangue, o tempo de recuperagao e
aumenta a qualidade de vida quando comparada com a gastrectomia aberta. Quanto ao caso da
gastrectomia assistida por robos, confere algumas vantagens comparativamente a laparoscopia,
possibilitando a utilizagao de uma camara que permite obter imagens tridimensionais, com alta
definicao, estdvel e com um bom campo de visao para o operador. Este tipo de tratamento
implica a utilizacao de equipamentos muito sofisticados.

Associado a estes tratamentos cirirgicos surge a quimioterapia e a quimioradioterapia usadas
como métodos de tratamento adjuvante, permitindo, de acordo com a literatura, aumentar a

sobrevivéncia dos doentes com cancros gastricos avancados [39)].
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2.3.4 Outras patologias associadas ao CGDH

O cancro gastrico difuso hereditario pode estar ainda associado a outros tipos de cancro,
mas também a outras manifestagoes. O cancro da mama lobular é o segundo tipo de cancro
mais comum associado ao CGDH. Em individuos com CGDH, o risco de desenvolver CMLI
comeca a aumentar antes dos 30 anos, com um risco cumulativo aos 80 anos variando entre 42%
e 50%. Estima-se que aproximadamente 90% das formas invasivas de CMLI exibem perda de
expressao da E-caderina, em contraste com o cancro da mama que se desenvolve nos ductos
mamarios, em que nao ha perda desta expressao da E-caderina. Este é o principal contributo
histolégico partilhado entre o cancro géstrico difuso e o cancro da mama lobular. Estes tumores
nado apresentam uma forma bem definida, sendo maioritariamente de reduzidas dimensoes e com
possiveis invasoes das células epiteliais. Apresentam, ainda, uma elevada predisposicao para a
ocorréncia de metastases no trato gastrointestinal e reprodutivo e na superficie do peritoneu.
Apesar das ligacoes entre o CMLI, o CGDH e o gene CDH1, nao ha evidéncias histopatoldgicas
ou imunohistolégicas que distingam o CMLI com origem genética do esporadico [1].

Apesar de terem sido detetados alguns casos de cancro colo-retal associados a variantes
patogénicas do CDHI1, incluindo individuos em que foram identificadas estruturas em anel de
sinete, o nimero de casos é muito reduzido para que este tipo de cancro possa estar ligado ao
desenvolvimento de CGDH [1].

Em 2006 foi descrito pela primeira vez o aparecimento de ldbio leporino e fenda palatina
associado ao CGDH. Isto deve-se ao facto de que durante o desenvolvimento do embrido hé uma
elevada expressao do gene CDHI, pelo que a E-caderina apresenta um papel fundamental na
formacao do ldbio e do palato. Ou seja, quando se verifica uma mutacao no gene CDH1, h4 uma
perda de expressao da E-caderina, o que influencia a formagao do palato e do labio aquando do
desenvolvimento embrionario, dai que surjam casos de labio leporino e fenda palatina associados

ao CGDH [1].
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Capitulo 3

Métodos

Neste capitulo serao apresentados os métodos utilizados no desenvolvimento do modelo com-
putacional que descreve o cancro géstrico difuso hereditario. Na Seccao 3.1 é descrito o modelo
cellular Potts, a sua relacao com o Hamiltoniano, como este se calcula e se aplica aos movimentos
celulares usando o Algoritmo Metropolis-Hastings (AMH); s@o ainda enumeradas as etapas que
constituem o modelo cellular Potts. Na Secgao 3.2 é descrito o algoritmo Connected Component
Analysis (CCA) utilizado para assegurar a conectividade entre as células no CPM. Por fim, na
ultima secgao (Seccao 3.3), é descrito o modelo desenvolvido, bem como os requisitos necessarios
para a manutencao da homeostasia do mesmo, por forma a mimetizar o sistema biolégico em

causa, o cancro gastrico difuso hereditério.

3.1 Cellular Potts Model (CPM)

O Cellular Potts Model (CPM), também conhecido como modelo Glazier-Granier-Hogeweg
ou GGH [40], foi apresentado por Glazier e Granier nos anos 90 como uma extensao do modelo
large-Q Potts [41]. O CPM é um modelo computacional muito conhecido usado para descrever
o comportamento das células e as suas interagoes com alta resolugao [42], sendo utilizado em
simulagoes que englobem, por exemplo, angiogénese, dispersao celular ou desenvolvimento tu-
moral [42]. O CPM pode ser desenvolvido a duas ou trés dimensoes: a duas dimensdes baseia-se
numa grelha quadrada onde os quadrados de menor dimensao constituem os pixels (Figura 3.1),
enquanto que a trés dimensodes é usada uma grelha ciibica onde os cubos menores correspondem
aos voxels, sendo que um conjunto de pixels /voxels forma uma célula [14,42].

Para um melhor entendimento, consideremos uma grelha bidimensional; no entanto a ex-

plicagao é transversal para um modelo tridimensional, excetuando que, como ja explicado, ao
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invés de uma grelha quadrada formada por pixels em 2D teremos uma grelha ctibica com voxels

em 3D.

PNAT

Figura 3.1: Esquema representativo da base do CPM. Num primeiro plano, identificado como
CPM estao representados trés tipos de células com diferentes cores (vermelho, azul e verde)
delimitadas a negrito. Num plano intermédio, 7, é definido o tipo da célula, identificado por
numeros de 0 a 3 e, por fim, no plano ¢ é definida a identificacao de cada célula.

Imagem de retirada de [43]

O modelo de cellular Potts simula a dinamica de vérias células que podem ser de tipos
diferentes, tendo cada tipo celular propriedades morfolégicas e de adesao especificas. Cada
pixel /voxel i na simulagao faz parte de uma célula nimero o do tipo 7 (ver Figura 3.1). Assim,

consideramos que:

e o(i) é a identificagao da célula, em que i corresponde ao pixel/voxel da grelha.
e 7(o(i)) é o tipo da célula.

A evolucao do sistema é estocastica e regulada por uma funcdo que define a energia do
sistema, o Hamiltoniano (#). Isto significa que o CPM é um modelo computacional baseado
em energia e nao em forga, como acontece com outros modelos computacionais [14,42]. O
Hamiltoniano descreve as varias interacoes do sistema, quer em termos da preservacao do volume
das células, quer na energia na fronteira entre as mesmas. A evolucao do modelo tem por base
um procedimento de atualizacao estocastica, em que sao consideradas perturbagoes aleatorias na
forma das células, sendo que estas atualizagoes sao aceites ou rejeitadas consoante as alteragoes

produzidas no valor do Hamiltoniano.
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3.1.1 Hamiltoniano

A energia efetiva ou Hamiltoniano de energia é definida como uma soma de energias que
incorporam diferentes comportamentos celulares. Desta forma, o Hamiltoniano é composto por
duas contribuigdes fundamentais: uma referente a energia de adesdo célula-célula (Hagesao) €
outra que define o volume de cada célula (Hyoiume). No entanto, no modelo desenvolvido é
ainda adicionada uma componente que restringe a area de uma célula, no caso, afetando apenas

as células tumorais (Hgreq)-

/HCPM = /Hadesfzo + Hvolume + Hdrea (31)

A componente de adesao é definida tendo em conta o tipo de célula:
adesao Z JT (04)7(0j) - 60’¢0’j) (32)

J corresponde & energia na fronteira de duas células do tipo 7(o(i)) e 7(c(j)), respetivamente,
na interface de dois pixels vizinhos. (ij) é uma notacdo abreviada para a soma sobre cada par
de vizinhos mais préximos ¢ e j. Assumindo que todas as células sao do mesmo tipo e que a
matriz € simétrica, Jr(5(i))r(o(j)) = Jr(o(j))r(o()), €nta0, existem dois parametros de penalizagao
de adesao: a penalizacdo de adesao célula-matriz, Jy1, e célula-célula J1; [44]. O termo 5(01.01,)

corresponde ao delta de Kronecker [44].

1, oi=o0j

0, o0;#0j

(3.3)

5aiaj =

Se o(i) = o(j), os pixels localizados nas posicoes i e j da grelha quadrada pertencem &
mesma célula e, por isso, o termo d(,,,,) ¢ igualado a 1 e esse par de pixels nao contribui para

o termo de adesdo do Hamiltoniano. Por outro lado, se o(i) # o(j), (5,5,) = 0 [42].

A componente de energia que restringe a variagdo de volume da célula é definido pela

Equacao 3.4.

) VT o
Hyolume = Z )\7"/0') ( VT () (34)

(o)
)\‘T/(U) corresponde a uma penalizagao de energia eldstica devido as variagdes de volume de cada
célula, V (o), comparativamente ao volume alvo, VTT(U) [14,44]. Este parametro pode ser ainda

considerado como a rigidez da célula [42]. Tendo em conta o esquema da Figura 3.1 e a repre-
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sentacao de cada célula na grelha, é possivel definir o seu volume pela Equacao 3.5,
V(@) = Sty (3.5)
J

Por norma as células tém um volume preferencial, o volume alvo da célula, que pode depender
do tipo de célula, VTT(U), que, por isso, deve corresponder a um minimo de energia. A componente

de energia que restringe a variagdo da area de uma célula é definida pela Equacao 3.6,

U) - Az o) ’
(3.6)

N A(
. A
Hérea - § 1: >\’T(0') AT( )

Comparando as Equagoes 3.4 e 3.6, as semelhancas sao notérias, pelo que a explicagao da
componente de energia que descreve a area é semelhante & que define o volume. )\f(a) representa
a penalizagado em energia da variacao da area de superficie de uma célula, A(c), em relagao a
area alvo AZ(U) [14].

A area de superficie de uma célula em 3D é definida como o niimero de voxels da célula em
causa que estao em contacto com as células vizinhas [14]. Para efeitos desta contagem utilizou-se

uma vizinhanga de von Neumann, que num modelo tridimensional é definida pelos seis elementos

vizinhos mais préximos (Figura 3.2).

Figura 3.2: Vizinhanca de von Neumann tridimensional. O elemento a verde representa o voxel
escolhido e os elementos a sua volta correspondem aos 6 voxels vizinhos mais proximos.
Imagem de dominio piblico em [45]

De realcar que a componente de energia que restringe a area apenas foi aplicada as células tu-
morais, para reproduzir a forma da célula relativamente ao exposto na histologia. De acordo com
o tipo de simulagao que se pretende fazer, podem ser adicionados outros termos ao Hamiltoni-

ano, por exemplo, termos correspondentes a restricdes de perimetro, quimiotaxia' e durotaxia?.

"Migragdo celular em dire¢io ou na diregio oposta, a um gradiente quimico [46].
2Tipo de migracao celular, em que as células se movem segundo gradientes de rigidez, devido a propriedades
estruturais da matriz extracelular [47]
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Contudo, no modelo descrito na presente dissertacao apenas foram usados os trés termos ja

explicados, o termo de adesao, o de volume e o de drea (Equagao 3.7).

H= Hadeséo + Hvolume + Hérea =
N V(o) — vT 2
v (o)
S Drorion (=) + 3 A, (VT> N
(i5)

T 2
Y (A(“) - Ar(a))

(3.7)

T
Az o)

3.1.2 Algoritmo Metropolis-Hastings (AMH)

Para se avaliar se um movimento das células é ou nao passivel de ser aceite, é necessario de-
terminar a variagdo de energia entre duas configurages, AH, para que ocorra uma minimizagao
do Hamiltoniano. No entanto, antes de ocorrer o movimento das células é necessario avaliar a
vizinhanga de 7, (ij), que deve ser definida através da vizinhanca de von Neumann (Figura 3.2).

No modelo desenvolvido consideramos uma vizinhanca com 6 elementos (ver Figura 3.2).

O movimento das células no CPM ¢ simulado recorrendo ao Algoritmo Metropolis-Hastings
(AMH). A aplicagao do AMH ao CPM consiste na escolha de um voxel alvo e de um voxel de
origem, escolhido aleatoriamente na vizinhanca do voxel alvo. Posteriormente, é testada a cépia
da identificagdo do voxel de origem para o voxel alvo, correspondendo a uma variagao de energia

de AH. Esta variacdo de energia é definida pela Equacio 3.8.
AH = A;Llad.esé\»o + A;leolume + A;Llé,rea (38)

Considerando ¢ como a designagao do elemento alvo e s do elemento de origem, é possivel sim-

plificar a equacao que define a variacao de energia devido & penalizagao de adesao (Equagao 3.9),

AHadesio = Y, [Tr(o(s)r((@) (1= a(s)o()) — Tro@)r(e) (1 = Soo)] (3.9)
(1)

A variacdo de energia devido & penalizagdo de volume pode também ser definida pela

Equacao 3.10,

AV 2 2
AHvolume = % [(V(U(t)) —1- v}{a(t))) - (V(U(t)) o VT’ZEU(t))) :|
)\V 2 2

+ g [(wa(s)) 1= Vi) = (V) = Vi) ]

T
7(o(s))

(3.10)
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Porém, a Equacao 3.10 pode, ainda, ser simplificada, obtendo a Equacao 3.11.

AHyolume = )\{(“Z(t)) {1 —2 (V(J(t)) - szga(t)))} +
e A\ (3.11)
iz I

Como ja referido anteriormente, as componentes de energia que restringem o volume e a
area da célula sao muito semelhantes, pelo que a explicacdao das equacoes que descrevem estas
componentes sao idénticas.

A Equacao 3.12 representa a componente de energia que restringe a drea, sendo a sua sim-

plificacao a Equagao 3.13.

A 2 ’

M) —1- AT - — Al

AHgron = a [(A(U(t)) 1 AT(U(t))) (A(U(t)) AT(O'(t))> ] (3.12)
A 2 ’ ‘
7(0(s)) — AT — — Al
A [<A(“(S))+ 1= 4l) — (A06) - 4L ]
A
Mg = 7O [1 2 (4(0(0) - AT)] +

area — ATz T(o (1))

)\f(g(s)) (3.13)
e [1 +2 (A(a(s)) - AZ(J(S)))}

Para que a escolha dos elementos seja aleatdria, a natureza estocéastica do processo pode ser
descrita usando a cadeia de Markov, caracterizada pelos estados do sistema e pelas probabilida-
des de transicao entre eles.

Considerando p (z | ') como a probabilidade de transi¢ao da configuragdo z’ para a confi-
guracio = e p(® (z) a probabilidade inicial da distribuicao, entao a probabilidade posterior da

distribuigao é definida pela Equacgao 3.14.
p(”H)(az) = Zp(”) (m') P (x | a:’) (3.14)

Tendo em conta o argumento da ergodicidade, apés um grande nimero de etapas, existindo

uma distribui¢do estaciondria, o sistema converge para m(z), tal que:

m(z) = Z 7 (2')p (x| ) (3.15)

l'/

Para garantir a invariancia da equacao, a condi¢ao de reversibilidade ou equilibrio é condicao
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suficiente. Desta forma, pode ser escrita a Equagao 3.16.
m(z)p (¢’ | z) =7 (2) p (z | o) (3.16)

O processo pelo qual uma nova configuracao, para uma cadeia de Markov, é selecionada
aleatoriamente pode ser separada na escolha aleatéria de um candidato, de acordo com uma dis-
tribuicao de probabilidade g(2/,x), e aceité-la aleatoriamente tendo em conta outra distribuicao
de probabilidade «(z’, z), desde que a condigao de reversibilidade seja preservada. Isto significa

que a probabilidade condicional é representada como:
) (x' | x)MH =gq (x’, m) Q (:E/, x) (3.17)

Estes passos definem uma nova configuragao e, por isso, constituem o Algoritmo Metropolis-

Hastings, sendo a condicao de reversibilidade definida por:
m(x)q (:E', :B) o (:B', ac) =T (:n') q (l‘, 1") @ (;U, x’) (3.18)

Consequentemente, para manter a reversibilidade, a probabilidade de aceitagao é dada por:

o (d,2) = L sen(@e(e) 27 (@) q (@) (3.19)
) m@)g(wa) se m(z)q (' ' / )
7 (@)a(@ ) q(2',x) <7 (') q(z,2")

Ou seja,

a(d,z) = min{L”(x/)qw} (3.20)

m(x)q (2, x)
De realgar que se a distribuicao de probabilidade do elemento escolhido for ¢(2/, x) = q(z, 2'),

entao a probabilidade de aceitacao é apenas

/
o (2',z) = min {1, Zg)) } (3.21)

Desta forma, o CPM usa o AMH para escolher aleatoriamente com igual probabilidade um
elemento alvo e um elemento de origem na sua vizinhanca. Se a nova configuragao seguir os
pressupostos do AMH, a condigao ¢(2’,x) = q(x,2’) é assegurada e, por isso, a probabilidade
de aceitacao é definida pela Equacao 3.21. Assim, a mudanga de configuracao do voxel é aceite
ou rejeitada de acordo com a Equacao 3.21, onde 7(x) e m(2’) definem a probabilidade dessas

configuractes em condicGes de equilibrio, ou seja, usando a distribuicao de Boltzman, descrita
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pela Equagao 3.22,

pn = e 17O BEn o g=BEn (3.22)

em que p, corresponde & probabilidade do sistema comecar no estado n, a é o multiplicador de
Lagrange, /3 representa a magnitude da flutuagao de energia e E,, é a energia do estado n [43].

A taxa de aceitagdo é entao definida pela Equacao 3.23,

/ —ﬂEI/
« (:c’,x) = min {1, m( )} = min {1, i_} = min {1,€7BAH} (3.23)

m(x) BEs

A, ja mencionado anteriormente, foi obtido com recurso a Equagao 3.8. Além disso, usando

constantes de energia em unidades de 3, a taxa de aceita¢ao pode ser simplificada (Equagao 3.24).

o (2/,2) = min {1, eiAH} (3.24)
Assim, a probabilidade da copia ser aceite é definida por:

1, AH <0
P(AH) = (3.25)

e M AH >0
O AMH é um dos muitos algoritmos de Monte Carlo associados as cadeias de Markov
(MCMC) para amostragem da funcao de distribuigdo de probabilidade. Enquanto isso, para
relacionar um passo do CPM a um intervalo de tempo, nos métodos MCMC normalmente é

realizado um certo nimero de passos, dai o nome de passos de Monte Carlo (PMC), composto

por um numero de passos de AMH consecutivos igual ao ntimero de voxels que formam a rede.

3.1.3 Etapas do CPM

Uma simulacao de CPM é constituida por varias iteragoes, em que cada célula pode mover
um voxel aleatério para dentro ou para fora em qualquer ponto da sua fronteira. Cada iteracao

engloba os seguintes passos (ver Figura 3.4):

1. E escolhido aleatoriamente um voxel alvo designado de t;

2. E escolhido um segundo voxel, voxel de origem, na vizinhanga do voxel alvo (considerando

uma vizinhanga de von Neumann formada por 6 elementos em 3D), s;

3. Analisa a(s) célula(s) a que pertencem os voxels:
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(a) Se os voxels escolhidos pertencerem a mesma célula, o(t) = o(s), a iteracao é inter-

rompida e inicia-se uma nova iteracao no passo 1.

(b) Se os voxels escolhidos pertencerem a células diferentes, o(t) # o(s), a iteracao con-

tinua para o passo 4.

4. E avaliada a conectividade do voxel alvo. Para verificar se a célula alvo fica desconectada,
entao os seus elementos, excetuando o voxel alvo, sao considerados os voxels de primeiro
plano, aos quais é aplicado o algoritmo CCA (ver Sec¢ao 3.2), utilizando uma vizinhanga
de von Neumann com 6 elementos. Se formarem apenas um conjunto de voxels, tornando a
célula conectada, é possivel passar para o passo 5. Caso a célula alvo nao fique conectada,

entao nao é possivel passar para o passo seguinte e a iteracao termina.

5. Célculo da probabilidade da mudanca do elemento ¢ para o elemento s, de acordo com a

Equacao 3.25.

6. Aceitacdo da mudanga de t para s, de acordo com a probabilidade calculada no passo 4;
isto significa que a célula a qual pertence o voxel de origem ganha um novo voxel, o voxel

alvo, e a célula a qual este pertence, perde um elemento.

No diagrama da Figura 3.3 é possivel resumir as etapas do CPM previamente descritas.
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| Inicio da iteragao

Escolha aleatoria
do voxel alvo, ¢

Escolha aleatéria
do voxel de
origem, s, na
vizinhanga de ¢

nao

Termina a iteragao

Conectividade
do voxel
alvo
assegurada

Calculo da
probabilidade
de P(AH)

¥

Aceitacao da

mudanca do

t para o s, se
sim, a célula de

origem ganha

um voxel e a
célula alvo perde

um, senao fica
tudo na mesma.

Figura 3.3: Diagrama de fluxo que representa cada iteracao que constitui os passos de Monte
Carlo.
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Para um melhor entendimento, consideremos um esquema a duas dimensoes, mas cuja ex-

plicagao é transversal para um modelo tridimensional (Figura 3.4).

I:II_|:_ |=||_|__

I
Cell 1 | |

-

Cell 3

Figura 3.4: Esquema representativo das células do CPM e de uma tentativa de copia de um
elemento. O pixel identificado a amarelo corresponde ao pixel alvo escolhido aleatoriamente (faz
parte da célula 1). A seta identifica o pixel de origem escolhido (faz parte da célula 2) também
aleatoriamente na vizinhanca do pixel alvo. Neste caso a tentativa de copia é bem-sucedida,
pelo que a célula verde (célula de origem) ganha um elemento e a célula vermelha (célula alvo)
perde um elemento.

Imagem adaptada de [42].

3.2 Connected Component Analysis (CCA)

Um ponto importante que deve ser garantido quando ¢é utilizado o CPM é a manutencgao da
conectividade entre as células, para que nao ocorra a fragmentacao das mesmas. A conectividade
da célula alvo ¢ verificada em cada iteracao. Esta verificacao preliminar consiste em inspecionar
se a vizinhanca do alvo estd ou nao conectada com o mesmo e se este nao pertence a célula.
Se estiverem conectados entre si independentemente do caminho escolhido, a mudanca nao
compromete a conectividade; porém se a vizinhanga nao estiver conectada para além do alvo, a
conectividade nao é garantida. Para esta verificacao é necesséario aplicar o algoritmo Connected

Component Analysis (CCA) (ver Figura 3.5).
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|

Figura 3.5: Avaliacao da conectividade de uma célula. O pixel identificado por s corresponde
ao pixel de origem e ¢ ao pixel alvo. Se a cépia for aceite, o pixel alvo é convertido no pixel de
origem e, nesse caso, a célula divide-se em duas, sem conectividade, o que nao pode acontecer,
logo a iteragdo do CPM ¢ interrompida. Esta verificagao é regulada pelo algoritmo CCA.

O algoritmo CCA é também designado de connected component labeling, ou seja, identifica e
atribui um determinado rétulo exclusivo a conjuntos de pixels conectados de acordo com regras
heuristicas especificas para cada caso concreto em que é aplicado. Um grupo de pixels esta
conectado quando quaisquer dois elementos estao conectados por pelo menos um caminho, que
exclui os pixels fora desse conjunto considerado. Desta forma, um caminho é apenas um conjunto
de conexoes e uma conexao corresponde a dois pixels vizinhos um do outro.

Outros conceitos importantes neste algoritmo sao o conceito de pixels de primeiro plano
(pixels cuja conectividade estd a ser analisada) e pixels de plano de fundo. Os critérios que
determinam se um pixel pertence ao plano de fundo dependem exclusivamente do problema em
que o CCA estd a ser aplicado.

O algoritmo CCA implementado consiste em duas etapas em que sao feitas duas andlises aos
pixels que formam a grelha, linha a linha e pixel a pixel. Na primeira andlise é verificado cada
pixel, o seu rétulo e a sua vizinhanca. Primeiro averigua-se se pertence ao plano de fundo, se
nao pertencer analisa-se a sua vizinhanga. Se os pixels vizinhos ja estiverem rotulados, entao
o pixel analisado adquire o rétulo dos vizinhos, caso contrario é-lhe atribuido um novo rétulo.
Na segunda andlise é verificada a conectividade dos pixels. Se dois pixels com diferentes rétulos
estiverem conectados, entdao um deles adquire o rétulo do outro e ficamos com um conjunto de
pixels com o mesmo rétulo. No fim da segunda analise é feita uma nova rotulagem tendo em

conta a lista de equivaléncias (ver Figura 3.6).
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Figura 3.6: Algoritmo CCA. (a), (b) e (c) dizem respeito a primeira andlise do algoritmo e
(d) e (e) a segunda anédlise do algoritmo. Em (c), no quadrado azul, o pixel poderia adquirir
dois rétulos, 3 ou 5, mas é escolhido o rétulo principal, o “mais antigo” (o que apresenta
um menor valor). Assim na lista de equivaléncias o 5 torna-se 3. O mesmo acontece nos
pixels representados a rosa, verde, laranja e vermelho. A lista de equivaléncias é entao: 1
—-1,2—-1,4—3,5—3,6—>57—3.

3.3 Modelo desenvolvido

O modelo descrito na presente dissertagao de mestrado é baseado na implementacao de
um modelo computacional, usando o CPM, adaptado do trabalho descrito por Carvalho et al.
(2021) [14] para o desenvolvimento a trés dimensoes de tumores na bexiga.

No modelo aqui descrito é representado a trés dimensoes uma invaginacao na regiao do
corpo, estomago, onde, de acordo com o ja descrito ao longo do Capitulo 2, se desenvolve
o cancro gastrico difuso hereditario. Nesse mesmo capitulo foi aprofundado que este tipo de
cancro se desenvolve na regiao superior do pescoco, pelo que o modelo apenas se foca na regiao

do istmo e do pescocgo, ja que os tumores nao tém implicagoes nas regioes da fossa e da base. O
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modelo visa mimetizar a estrutura das invaginacoes representadas na Figura 2.3. Ai sdo visiveis
os diferentes tipos de células que constituem estas regioes (células estaminais e progenitoras, no
istmo, e células mucosas e parietais no pescogo). Assim, o modelo em causa usa o modelo cellular
Potits, formado por sete tipos de células, descritas na Tabela 3.1. Cada célula que constitui a
grelha apresenta um tipo bem definido, com caracteristicas especificas. Diferentes células podem

ser do mesmo tipo, porém cada célula corresponde a um tnico tipo.

Tabela 3.1: Tipo de células usadas no modelo.

Tipo de célula | Célula/tecido correspondente
1 Fluido intersticial
Células estaminais
Células progenitoras

Células mucosas

Células parietais

Células tumorais
Matriz Extra-Celular (MEC)

N| O O | W N

O designado fluido intersticial (tipo 1) corresponde a regiao central da invaginagao, formada
por uma estrutura com um comportamento semelhante a um liquido. As células estaminais (tipo
2) e progenitoras (tipo 3) constituem o istmo e as células mucosas (tipo 4) e parietais (tipo 5)
constituem o pescoco das invaginagoes (ver Figura 2.3 para uma melhor visualiza¢do). A matriz
extra-celular (MEC, tipo 7) corresponde a uma estrutura que envolve a invaginacao e confere
suporte as células.

As dimensoes e forma dos diferentes tipos de células usadas mimetizam os modelos bioldgicos,
sendo que os valores dos parametros apresentados na Secgao 3.1.1 (ver Tabela 4.3) visam repro-

duzir o observado em sistemas reais.

3.3.1 Homeostasia

Os sistemas biolégicos estao em constante mudanga, principalmente devido a migragao, morte
e proliferagao celular. No caso do modelo computacional desenvolvido, os movimentos celulares
sao simulados pelo Hamiltoniano ao longo dos PMC, enquanto a morte celular e a proliferagao sao
implementadas por fungoes externas ao Hamiltoniano. A morte celular ocorre maioritariamente
devido a pressao exercida pelas células tumorais que provocam uma diminuicao do tamanho
das células vizinhas, acabando estas por morrer. Quando isso acontece, a célula é substituida
pela Matriz Extra-Celular. Relativamente a proliferacao celular, esta é exclusiva das células

tumorais, em que uma célula dé origem a duas (mitose) e assim sucessivamente, num processo
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aleatorio que ocorre de forma simétrica, com uma duragao média do ciclo celular de 24 dias e
desvio padrao de 3 dias (seguindo uma distribui¢do Gaussiana). Desta forma as células tumorais
proliferam através de sucessivas mitoses. Este processo conduz a um aumento exponencial do
volume tumoral, sendo que o volume alvo das células tumorais aumenta linearmente no tempo
até atingir o dobro do volume alvo inicial. No entanto, o processo de proliferacao ¢é limitado,
ou seja, nao ocorre indefinidamente. Existe um limiar estabelecido que depende do volume e
do tempo de proliferacao das células tumorais. Isto é, uma célula tumoral s6 se divide por
mitose se o seu volume for superior a 5% do seu volume alvo e, ao mesmo tempo se o tempo de
proliferagao for superior ao tempo limite de proliferacdo. Se estas condigoes forem cumpridas,
a divisao celular ocorre simetricamente ao longo do menor plano vertical ou horizontal. Apds a
mitose, cada célula tumoral resultante fica com o volume alvo inicial e o tempo de proliferacao
é colocado a zero, iniciando-se uma nova contagem temporal com o inicio de um novo processo
de proliferacao.

E a partir destes movimentos, morte e proliferacdo celular que a homeostasia do modelo
se mantém ao longo das simulagoes, sendo importante realgar que nao ocorrem processos de

diferenciacao celular.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

No presente capitulo serao apresentados os resultados do modelo descrito ao longo da dis-
sertagdo, bem como a discussdao dos mesmos. Na Seccao 4.1 sdo apresentadas as condigoes
iniciais do modelo, os valores de cada parametro do Hamiltoniano e os resultados das simulagoes
com estes mesmo valores. Na Seccao 4.2 é introduzida uma célula tumoral averiguando a sua
influéncia e comparando os resultados com um outro modelo computacional, o phase field model.
Seguidamente, na Seccao 4.3 é analisada a variacao de volume das células. Na Seccao 4.4 sao
apresentados os resultados dos estudos que determinam a influéncia da adesao entre a célula
tumoral e a matriz extra-celular e entre a célula tumoral e as restantes, tanto na distancia de
extrusao das células tumorais como no seu volume. Na Seccdo 4.5 é avaliada a influéncia da
rigidez das células no seu desenvolvimento. Na Secgao 4.6 é introduzida a proliferagao celular
da célula tumoral apresentando os resultados obtidos. Na parte final do capitulo é avaliada a
influéncia da duracao do ciclo celular (Seccao 4.6.1) e a forma das células tumorais (Secgao 4.6.2)
comparando com os resultados histolégicos e, por fim, a influéncia do desenvolvimento tumoral

nas estruturas envolventes (Seccao 4.6.3).

4.1 Condicgoes iniciais

O modelo foi desenvolvido a partir de uma grelha tridimensional de 100um(x) por 100um(y)
e por 288um(z). Na Tabela 4.1 estao descritos os parametros iniciais que definem o CPM,
nomeadamente o tamanho de cada voxel, o tempo correspondente a um passo de Monte Carlo em
dias e a penalizagdo em energia da interagao célula-célula, a designada adesao célula-célula (J).
Os valores de adesao das células tumorais sao diferentes deste valor inicialmente estabelecido,

estando estes representados na Tabela 4.2. Na Tabela 4.3 sao apresentados os valores iniciais

39



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

dos parametros aplicados no Hamiltoniano e descritos na Seccao 3.1.1 para cada tipo de célula.

Tabela 4.1: Valores iniciais dos parametros do CPM.

Parametros Valor
Tamanho de cada voxel 2,5 ym
Passo de Monte Carlo (PMC) 1 dia
Adesao célula-célula Jij = 2,65(2,30) se i # j (i = j)

Tabela 4.2: Valores de adesao tumor-células (J).

Fluido Intersticial Células Matriz
Tumor 10 6 1

Nota: Quanto maior o valor de J, menor a adesao célula-célula.

Tabela 4.3: Valores iniciais dos parametros usados no Hamiltoniano.

Tipo de célula AV Volume alvo A Area alvo

(uni. arb) (voxels?) (uni. arb) (voxels?)
Fluido Intersticial 1 x 107 361 911 - -
Estaminal 3000 786 - -
Progenitora 3000 786 - -
Mucosa 3000 786 - -
Parietal 3000 786 - -

Tumoral 4500 900 1350 270

MEC 3 x 107 2 065 700 - -

A representacdo do resultado da simulacido decorrente dos valores iniciais dos parametros
apresentados nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3 encontra-se na Figura 4.1, bem como cortes longitudinais
e transversais (Figura 4.2), que evidenciam as semelhancas com o apresentado na literatura,
nomeadamente na Figura 2.3 (Secgao 2.1).

De referir que nas Figuras 4.1 e 4.2 os sete tipos de células estao identificados por cores:
o fluido intersticial (tipo 1) estd representado a azul, as células estaminais (tipo 2) a azul
acinzentado, as células progenitoras (tipo 3) a azul-esverdeado, as células mucosas (tipo 4) a
laranja-claro, as células parietais (tipo 5) a laranja-escuro, as células tumorais (tipo 6) a magenta,
e a matriz extra-celular (tipo 7) a amarelo-claro. Nas referidas figuras nao estao representadas

células tumorais.
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Istmo
Fluido Infersﬁcwakl
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'
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t = 0 dias t = 300 dias t = 500 dias

Figura 4.1: Evolucao do modelo ao longo do tempo com as condicbes iniciais aplicadas.

Fluido Infersﬁciakl

Células Esmmlnob-l

Células Progenﬂcrus-l

Células Mucosas—

Células Pariefah-l
Células Tumorcm-l

Matriz Extra-Celular—

Figura 4.2: Modelo tridimensional e respetivos cortes longitudinal e transversal no inicio da
simulagao.

Analisando a Figura 4.1 é possivel verificar que, a homeostasia tal como descrita na Secgao

3.3.1, é mantida ao longo da simulagao, o que significa que a integridade do modelo é assegurada.
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Figura 4.3: Comparagdo entre um corte histoldgico e um corte longitudinal do modelo desen-
volvido.
Imagem adaptada de [50].

De acordo com a Figura 4.3 verifica-se que o modelo desenvolvido mimetiza corretamente os

resultados histolégicos, bem como a representagao na qual se baseia (Figura 2.3).

4.2 Células tumorais

Na Secgao 2.3.1 foi descrito que a potencial origem do CGDH seriam as células parietais da
regiao superior do pescoco, nas invaginagdes que constituem o epitélio gastrico. Desta forma,
e para que o modelo fosse o mais realista possivel, considerou-se que uma célula parietal se
converteria numa célula tumoral. Na Figura 4.4 é possivel observar a evolucao do modelo na
presenca de uma célula tumoral inicialmente sem considerar que possa proliferar. Esta serd tida

em conta mais a frente no presente capitulo.
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Figura 4.4: Evolucao do modelo com a presenca de uma célula tumoral, representada a magenta
e localizada na regido superior do pesco¢o em substituicdo de uma célula parietal. A célula
tumoral nao prolifera.

Pela Figura 4.4 verifica-se que a integridade da estrutura se mantém ao longo da simulagao,
apesar da presenca de uma célula tumoral. Esta, por sua vez, altera ligeiramente a sua forma
ao longo do tempo, tornando-se mais esférica e desenvolvendo-se na matriz extra-celular e nao
na estrutura da invaginacao, ou seja, ocorre extrusao celular, o que comprova os resultados
histologicos que caracterizam o CGDH. De acordo com estes, sendo o CGDH um tipo de cancro
gastrico difuso, as células perdem adesao em relacao as demais, por acao da perda de expressao
dos genes CDH1 e/ou CTNNAI, o que potencia a migracao das células tumorais para regides
externas ao epitélio gastrico.

Estes resultados vao ainda de encontro aos resultados obtidos por Carneiro et al. (por publi-
car) [51], em que foi usado um outro modelo matematico, o phase-field model, para descrever o
comportamento do CGDH. Nestes resultados a célula tumoral perde adesao a restante estrutura

e, por isso, ocorre a sua extrusao na direcao da matriz extra-celular.
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a3 Distancia de extrusédo ao longo da simulagéo
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Figura 4.5: Evolucao da distancia de extrusao da célula tumoral ao longo da simulacao. Os
valores representados no gréafico correspondem a uma média aritmética de cinco simulacées. A
azul encontra-se representado o desvio padrao da média das cinco simulacoes.

Pela anélise do grafico da Figura 4.5 verifica-se que a distancia de extrusao aumenta ao
longo da simulacao, o que é também comprovado pela Figura 4.4, onde é evidente o aumento da
distancia de extrusao ao longo do tempo. Salienta-se que a distancia de extrusao corresponde a

distancia do centro de massa da célula tumoral ao centro da invaginacao.

4.3 Avaliacao do volume das células

De acordo com a Equacdo 3.4, o valor do volume alvo (V1) é garantido através do valor
de \V; a rigidez da célula obriga a que o volume das células tenda para o seu volume alvo,
pelo que a diferenca entre o volume da célula e o seu volume alvo nao devera ser significativa
jé4 que o valor de AV devera assegurar que tal nido aconteca. No grafico da Figura 4.6 estdo
representados os volumes das células normais (estaminais, progenitoras, mucosas e parietais)
para diferentes valores de AV (2000, 2500, 3000, 3500, 4000 e 4500). Salienta-se que, neste caso,
apenas foi alterado o valor de AV das células normais, mantendo-se o valor de \V da célula

tumoral (A\Y(CT) = 4500).
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Figura 4.6: Volume médio das células normais (estaminais, progenitoras, mucosas e parietais)
ao fim de 500 PMC em funcdo de diferentes valores de \V. A linha a preto representa o valor
do volume alvo (V1) das células (786 voxels?).

De acordo com o grafico da Figura 4.6 verifica-se que o aumento do valor de AV coincide
a aproximacao volume das células ao volume alvo, como seria de esperar pela Equacao 3.4, no
entanto, constata-se que as células nunca atingem exatamente o valor do volume alvo, apenas
tendem para ele. Contudo, tendo em conta este comportamento, é de esperar que considerando
valores de AV mais elevados o volume das células atinja o volume alvo. Porém, foi usado
como condicio inicial o valor de AV igual a 3000, para simular de uma forma mais realista o
comportamento celular, (células mais flexiveis), mas também porque com este valor foi possivel

obter resultados genericamente melhores.

Na Figura 4.7 encontram-se as representacoes graficas da evolucao do volume das células
ao longo do tempo de simulagao, considerando as condicdes iniciais presentes nas Tabelas 4.2
e 4.3. Analisando o grafico é possivel verificar que, de um modo geral, o volume das células
tende a diminuir ao longo do tempo de simulacao. Porém, a variagao entre o volume final e
o volume inicial é residual comparativamente & ordem de grandeza dos valores, como seria de
esperar. No caso da célula tumoral (gréfico da Figura 4.8), o volume decresce acentuadamente
no inicio da simulagao, aumentando posteriormente de forma rapida até estagnar mais ou menos
a meio da simulagao. Este comportamento é compativel com o que ocorre com a célula tumoral,
nomeadamente na extrusao celular, isto é, o decréscimo do volume corresponde ao momento
em que ocorre a extrusao. Esse decréscimo permite que a célula seja capaz de “abandonar”

a estrutura em que se encontra circunscrita, procurando espago para se desenvolver, o que se
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torna propicio ao seu aumento de volume, tal como é evidente no grafico da Figura 4.8.
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Figura 4.7: Evolugao do volume das células ao longo da simulagao. Os valores representados no
grafico correspondem a uma média aritmética de cinco simulagoes e ao respetivo desvio padrao.
A linha a preto representa o volume alvo (V7) das células (786 voxels?).
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Figura 4.8: Evolugao do volume da célula tumoral ao longo da simulagao. Os valores represen-
tados no grafico correspondem a uma média aritmética de cinco simulagoes e ao respetivo desvio
padrao. A linha a preto representa o volume alvo (VT) da célula tumoral (900 voxels®).
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4.4 Influéncia da adesao das células

Para os estudos a seguir descritos foram considerados os parametros iniciais apresentados
nas Tabelas 4.2 e 4.3, sendo que apenas foram alterados os valores de adesao entre a célula
tumoral e a matriz extra-celular (Jrjs) e entre a célula tumoral e as restantes células (Jr¢),

considerando apenas uma tUnica célula tumoral sem proliferacao.

4.4.1 Influéncia da adesao entre a célula tumoral e a matriz extra-celular na

distancia de extrusao

De acordo com o descrito por Carneiro et al. (por publicar) [51], o valor de adesdo entre
o tumor e a matriz extra-celular afeta a distancia de extrusdo da célula tumoral, ou seja, o
aumento da adesao entre a célula tumoral e a MEC facilita a extrusao celular. Para avaliar
esta premissa foram realizados cinco testes para cada valor de adesao considerado: 0,5; 1; 1,5;
2; 2,5 e 3. De notar que estes valores correspondem ao valor do parametro J no Hamiltoniano
(Equacao 3.2), o que significa que um maior valor de J corresponde a uma menor adesao, ou
seja, a maior adesao entre a célula tumoral e a MEC corresponde ao valor de J de 0,5 e, por
sua vez, o menor valor de adesao corresponde ao valor de J de 3.

Os graficos que estabelecem a relacao entre a distancia de extrusao da célula tumoral e a sua
adesao a MEC estao representados nas Figuras 4.9 e 4.8. Realga-se que os valores da distancia de
extrusao apresentados dizem respeito a média aritmética dos valores obtidos em cinco simulagoes
para cada valor de adesao, sendo igualmente representado o correspondente desvio padrao da

média.
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- Variagao da distancia de extruséo ao longo do tempo
T : T T T T T T

31

Distancia de extrusao
n w
© o
T T
L

n
®
T
1

27 =

26 - 3

25 L ! ! L L L L I I
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Tempo (dias)

Figura 4.9: Variacao da distancia de extrusao ao longo do tempo para os diferentes valores de
J entre a célula tumoral (7') e a matriz extra-celular (M).
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Figura 4.10: Relacao entre a distancia de extrusao da célula tumoral e a adesdo da mesma a
matriz extra-celular ao fim de 500 PMC. Os pontos representados a vermelho, correspondem aos
valores médios da distancia de extrusdo para cada valor de adesdo. Associado a cada ponto estd
representado o respetivo desvio padrao correspondente a média das cinco simulagoes realizadas.

Comparando o grafico da Figura 4.9 com o gréafico da Figura 4.5 verifica-se que o compor-
tamento dos valores da distancia ao longo da simulacao é semelhante, principalmente para os
primeiros quatro valores de J (0,5; 1; 1,5 e 2), ou seja, inicialmente a distancia de extrusao

aumenta rapidamente, nestes casos, e nos restantes dois (J igual a 2,5 e 3) este aumento nao é
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tao evidente.

No grafico da Figura 4.9 é patente que quanto menor for o valor de J (0,5, no caso), maior
a distancia de extrusao, sendo que a medida que esse valor aumenta a distancia de extrusao
diminui ou seja, aumentando a adesao entre a célula tumoral e a matriz extra-celular a distancia
de extrusao é também ela maior, o que é corroborado pelo grafico da Figura 4.10 onde apenas sao
consideradas as distancias de extrusao no final da simulagao para cada valor de J, comprovando
assim o estudo apresentado por Carneiro et al. (por publicar) [51]. A elevada adesdo da célula
tumoral & matriz ajuda-a a abandonar a estrutura cilindrica e a migrar para a regido da matriz.
Estes resultados podem ainda ser considerados como mais favoraveis visto que a estrutura usada
é cilindrica, o que de acordo com Carneiro et al. (por publicar) [51] facilita a extrusdo celular
devido a maior area de contacto entre as células do epitélio e a matriz extra-celular. De realcar
que para valores de J superiores a 1,5, a variacao da distancia de extrusao é residual. Nestes
casos pode até considerar-se que a célula nao abandona as demais, ou seja, nao migra para a
matriz, o que implica que nao ocorra extrusao celular, como se constata nos cortes transversais
referentes a cada teste com diferentes valores de adesao representados na Figura 4.11. Nestes é
evidente que para valores de J superiores a 1,5 nao ocorre extrusao celular, sendo os resultados

semelhantes para os restantes valores de J.

Jrm =0,5 Jrm =1 Jrm =1,5

. . . Fluido Imersﬁcim—l
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Células Progen worw-l
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Matriz Extra-Celular-

P

Figura 4.11: Representacao de cortes transversais do modelo na regiao superior do pescoco no
final da simulagao (500 PMC), para diferentes valores de J entre a célula tumoral (T") e a matriz
extra-celular (M).

Salienta-se que apesar de os melhores resultados de extrusao ocorrerem para Jry = 0,5, o

valor de J entre a célula tumoral e a matriz extra-celular utilizado nas condigoes iniciais é 1,
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para que a diferenca entre os varios valores de J nao fosse excessiva, e para assim obter melhores

resultados em termos gerais.

4.4.2 Influéncia da adesao entre a célula tumoral e a matriz extra-celular no

volume da célula tumoral

Para este estudo realizaram-se seis testes para diferentes valores de J entre a célula tumoral
(T') e a matriz extra-celular (M): 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 ¢ 3. Em cada um destes testes foram feitas

cinco simulagoes, estando o resultado representado no grafico da Figura 4.12.
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Figura 4.12: Relacao entre a adesao da célula tumoral a matriz extra-celular representada pelo
valor de Jpps e o volume da célula tumoral ao fim de 500 PMC. Os pontos representados a
vermelho, correspondem aos valores médios do volume da célula tumoral para cada valor de
adesdo. Associado a cada ponto estd representado o respetivo desvio padrdao correspondente
a média das cinco simulagoes realizadas. A linha a preto representa o volume alvo da célula
tumoral (900 voxels?).

No grafico da Figura 4.12 verifica-se que quanto menor for a adesdo do tumor & matriz (maior
valor de J), menor é o seu volume. De relembrar que para menores valores de adesao tumor-
MEC, menor é a distancia de extrusao da célula, ou seja, mais confinada fica a célula tumoral a
sua estrutura inicial, isto faz com que nao se consiga expandir ou migrar, e dai que o seu volume
diminua comparativamente a outros valores de J superiores. A esses valores corresponde uma
maior capacidade de extrusao da célula e, por isso, maior liberdade e mais espaco para a célula
crescer, o que potencia o aumento do seu volume. Estes resultados vao ainda de encontro aos

cortes transversais do modelo representados na Figura 4.11, onde é possivel verificar que para
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Jrayr = 0,5 e Jpyr = 1, o volume da célula tumoral é maior, quando comparado com os restantes
valores de J.

Relativamente ao volume das restantes células (estaminais, progenitoras, mucosas e parie-
tais), este mantém-se aproximadamente constante com variagoes muito reduzidas e quase in-
significantes quando considerado o desvio padrao das cinco simulages. Estes resultados sao
comprovados pelos graficos da Figura 4.13, onde esta representada a variagao do volume médio
final de cinco simulagoes para cada valor de J, bem como o respetivo desvio padrao e o volume

alvo das célula.
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Figura 4.13: Relagao entre a adesao da célula tumoral a matriz extra-celular e o volume das
células estaminais, progenitoras, mucosas e parietais no fim de 500 PMC. Os pontos represen-
tados correspondem aos valores médios do volume para cada valor de adesao. Associado a cada
ponto esta representado o respetivo desvio padrao correspondente a média das cinco simulagoes
realizadas. A linha a preto representa o volume alvo das células (786 voxels?).

4.4.3 Influéncia da adesao entre a célula tumoral e as restantes células na

distancia de extrusao

De acordo com o modelo desenvolvido e descrito ao longo da presente dissertacao, numa
invaginacao a célula tumoral ocupa o lugar de uma célula parietal na regiao superior do pescoco,
na fronteira com o istmo, pelo que se encontra rodeada por células de quatro tipos diferentes:
células estaminais, progenitoras, mucosas e parietais. No estudo a seguir apresentado foi avaliada
a influéncia da adesao da célula tumoral as restantes células que a envolvem. Nesse sentido, é

expectavel que quanto menor for a adesao da célula tumoral, menos “presa” esta estd as demais
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células, logo espera-se que a sua capacidade invasiva seja maior, pelo que a distancia de extrusao
deve também ela ser maior com a diminuicao da adesao entre a célula tumoral e as restantes.
Para averiguar esta premissa realizaram-se simulacées com diferentes valores de J entre a
célula tumoral (T') e as restantes células (C), entre 1 e 9. Para cada caso, foram feitas cinco
simulacoes e, posteriormente, determinada a sua média aritmética, bem como o respetivo desvio

padrao. Os resultados deste estudo encontram-se representados no grafico da Figura 4.14.
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Figura 4.14: Relagao entre a distancia de extrusao da célula tumoral e a adesdao da mesma as
restantes células que a envolvem (Jr¢) ao fim de 500 PMC. Os pontos representados correspon-
dem aos valores médios da distancia de extrusao para cada valor de adesao. Associado a cada
ponto estd representado o respetivo desvio padrao correspondente a média das cinco simulagoes
realizadas.

O gréfico da Figura 4.14 evidencia que quanto menor for a adesao da célula tumoral as
restantes células, isto é, quanto maior for o valor de Jpc no Hamiltoniano, maior é a distancia
de extrusao da célula tumoral. Isto vai de encontro ao perspetivado: com menor adesao as células
que rodeiam a célula tumoral, maior serd a sua capacidade de invadir a matriz extra-celular. A
excecao a esta tendéncia ocorre quando J toma os valores de 7 e 8; no entanto, considerando os
respetivos desvios padrao, verifica-se que as alteragoes nao sao significativas, logo nao afetam as
conclusoes obtidas nos restantes pontos.

Salienta-se ainda que o valor de J entre a célula tumoral e as restantes células considerado
para as condicoes iniciais do modelo foi de 6, por ser aquele com que se obtém melhores resultados

de extrusao celular, mas também de volume das células, o que serd comprovado mais a frente.
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a3 Variagao da distancia de extrusdo ao longo do tempo
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Figura 4.15: Variagao da distancia de extrusao ao longo da simulagao para os diferentes valores
de J entre a célula tumoral (T") e as restantes células (C).

No gréfico da Figura 4.15 estao representadas as curvas referentes a variacao da distancia de
extrusao ao longo da simulagao para os diferentes valores de J considerados. Verifica-se que, a
semelhanca dos resultados da andlise da influéncia da adesao entre a célula tumoral e a matriz
extra-celular (grafico da Figura 4.9), também neste caso a distancia de extrusdo aumenta muito
rapidamente nos momentos iniciais, o que se observa para valores de J elevados (superiores
a b) corroborando o apresentado no gréfico da Figura 4.14. Nos restantes casos a distancia
de extrusao é muito reduzida, pelo que se pode considerar que nem ocorre, ja que a variacao
desta ao longo da simulacao é quase insignificante. Os cortes transversais do modelo no fim da
simulacao, representados na Figura 4.16, confirmam estes resultados, isto é, para valores de J
inferiores a 4, nao ocorre extrusao celular, e esta apenas se torna evidente a partir de Jpc = 4,

apesar da extrusao ser ainda reduzida.
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Figura 4.16: Representacao de cortes transversais do modelo na regiao superior do pescoco no
final da simulac@o, para diferentes valores de J entre a célula tumoral (T") e as restantes células

(©).

Nos vérios cortes transversais da Figura 4.16 observa-se que a forma da célula tumoral se
altera conforme a maior ou menor extrusao celular, sendo que para valores de J superiores a 5 a
célula tumoral se torna cada vez mais esférica. Esta alteracao da forma da célula sera discutida

mais a frente no presente capitulo.

4.4.4 Influéncia da adesao entre a célula tumoral e as restantes células no

volume da célula tumoral

Tendo em conta o ja discutido nas seccoes anteriores, perspetiva-se que o volume da célula
tumoral seja maior para valores de adesao entre esta e as restantes que potenciem a extrusao da
célula, pelo que, o volume da célula tumoral deverd ser maior para uma menor adesao (maior
valor de J). No grafico da Figura 4.17 encontra-se representada a relagao entre o volume da

célula tumoral e o valor de Jpr¢.
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Influéncia da adeséo tumor-células no volume da célula tumoral
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Figura 4.17: Relagao entre o volume da célula tumoral e a adesao da mesma as restantes células
que a envolvem (Jp¢) ao fim de 500 PMC. Os pontos representados a vermelho, correspondem
aos valores médios do volume para cada valor de adesao. Associado a cada ponto esta represen-
tado o respetivo desvio padrao correspondente & média das cinco simulacoes realizadas. A linha
a preto representa o volume alvo da célula tumoral (900 voxels?).

De acordo com o grafico da Figura 4.17, o maior volume da célula tumoral no fim da simulagao
coincide com uma maior adesao as restantes células, sendo que a medida que o valor de J
aumenta, ou seja, quando a adesao diminui, o volume da célula tumoral tende a diminuir também
até Jpo = 3. A partir deste valor, o volume aumenta ligeiramente atingindo um novo pico de
volume para Jrc = 6. Para valores de J superiores, o volume varia ligeiramente; porém, quando
sao considerados os respetivos desvios padrao e os valores do volume, pode verificar-se que as
variacoes deste sao residuais. Para uma menor adesao, nomeadamente para Jrc = 6, ha uma
maior distancia de extrusao (Figuras 4.14, 4.15 e 4.16), e um maior volume da célula tumoral, o
que vai de encontro ao inicialmente previsto. Relativamente ao resultado associado a Jr¢o =1,
este pode ser explicado pelo facto de que, com uma maior adesao da célula tumoral as restantes,
esta é capaz de manter a sua forma inicial. Isto traduz-se numa manutencao do seu volume,
0 que nao acontece nos casos em que a adesdao se comega a perder (maiores valores de J), e,
por isso, a célula torna-se menos agarrada a sua estrutura inicial. Isto vai permitir que a sua
forma se altere, facilitando a extrusao, o que é acompanhado por uma variacao de volume. No
entanto, quando a extrusao é maior a célula tem mais espaco para alterar a sua morfologia,
dai o aumento de volume para Jrc = 6. Estes resultados sao ainda comprovados pelos cortes

transversais do modelo representados na Figura 4.16.
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4.5 Influéncia da rigidez das células tumorais

Para os seguintes estudos apresentados foram considerados os parametros iniciais presentes
nas Tabelas 4.2 e 4.3, alterando apenas o valor de AV da célula tumoral, e considerando sete
valores distintos: 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 e 5000. Este parametro, tal como descrito
na Secgao 3.1.1, pode ser considerado como uma medida da rigidez das células.

A semelhanca dos estudos anteriores, apenas foi considerada uma célula tumoral sem proli-

feracao.

4.5.1 Influéncia da rigidez das células tumorais na sua distancia de extrusao

O resultado do estudo da influéncia da rigidez das células tumorais na sua distancia de
extrusao esta representado no grafico da Figura 4.18, onde se encontra representada a relagao

entre o valor de \V e a distancia de extrusao da célula tumoral.

Distancia de extrusdao em fungao do valor de AV(CT)
T T T . o

32.2 \
32 -
]
318+ -
| |
2
1]
é 316 [ ] 1
@
bl n
©
é 314 R
3 2]
a | |
312 1
| |
a1 1
y L L 1 L L
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Aen

Figura 4.18: Relagdo entre a rigidez da célula tumoral (AV(CT)) e a sua distancia de extrusio
ao fim de 500 PMC. Associado a cada ponto estd representado o respetivo desvio padrao
correspondente a média das cinco simulacoes realizadas.

Observando os valores da distancia de extrusao na Figura 4.18 e os respetivos desvios padrao
associados a cada medicio para os diferentes valores de AV, é possivel verificar que a variacdo
da distancia é muito reduzida. Pode entdo considerar-se que o valor de AV da célula tumoral,
ou seja, a sua rigidez, nao influencia a sua extrusao. Estes resultados sao compativeis com a

influéncia do parametro AV no modelo, visto que estd associado ao volume das células e nio &
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adesao entre as mesmas. Logo, tendo em conta as equagoes do Hamiltoniano que descrevem o
modelo, o valor de AV néo deve influenciar significativamente a extrusio da célula, tal como fica
provado pelos graficos das Figuras 4.18 e 4.19. No gréfico da Figura 4.19, onde esta representada
a variacdo da distancia de extrusio ao longo da simulacdo para os sete valores de AV, é evidente
que este parametro nao tem influéncia significativa na extrusao da célula tumoral, verificando-se
que o comportamento da distancia de extrusao ao longo da simulacao é semelhante em todos os

casos considerados.
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Figura 4.19: Variacao da distancia de extrusao ao longo da simulacao para os diferentes valores
de AV da célula tumoral (CT) ao fim de 500 PMC.

Na Figura 4.20 estao representados alguns cortes transversais do modelo que corroboram o
ja referido: a extrusao celular da célula tumoral nao é afetada significativamente pelo valor de

)\V, visto que em todos os casos ocorre extrusao.

o7



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

AV (CT) = 2000 AV (CT) = 2500 AV(CT) = 3000 AV(CT) = 3500

AV(CT) = 4000 AV(CT) = 4500 AV(CT) = 5000

Fluido lnversﬂcloll

Células Estaminais—

Células Progen\?ovcs-l

Células Mucosas—

Células Par\chis-I
Células Tumovcis-l

Mairiz Exira-Celular-

Figura 4.20: Representagao de cortes transversais do modelo na regiao superior do pescoco no
final da simulagdo, para diferentes valores de AV da célula tumoral \V (CT).

4.5.2 Influéncia da rigidez das células tumorais no volume das mesmas

De acordo com o descrito na Seccao 3.1.1 e apresentado na Equacdo 3.4, o valor de AV
relaciona-se com o volume da célula, sendo que quanto maior for o seu valor, mais préximo
devera ser o volume da célula do seu valor alvo. Para avaliar esta relagao foram feitos sete testes
com cinco simulacoes cada, para diferentes valores de AV da célula tumoral. Estes tentaram
abranger o intervalo de valores que compreende os valores escolhidos como condigdes iniciais do
modelo, tanto para o caso das células normais (estaminais, progenitoras, mucosas e parietais),
como para as células tumorais. Esses valores foram ji mencionados anteriormente. No grafico

da Figura 4.21 encontra-se representado o resultado deste estudo.
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Figura 4.21: Relagao entre o valor de AV da célula tumoral (\Y(CT)) e o seu respetivo volume.
Os pontos representados a vermelho correspondem aos valores médios da distancia de extrusao
para cada valor de adesao. Associado a cada ponto estd representado o respetivo desvio padrao
correspondente & média das cinco simulacoes realizadas. A linha a preto representa o volume
alvo da célula tumoral (900 voxels?).

A partir do gréfico da Figura 4.21 constata-se que ao aumento do valor de AV da célula
tumoral corresponde um aumento do volume da célula aproximando-se do valor do volume alvo,
o que vai de encontro ao que seria expectavel na andlise da Equacgao 3.4. Salienta-se que o
volume apresentado corresponde ao volume da célula no final da simulagao; desta forma o valor
de \V considerado como valor padrao para as condicoes iniciais é adequado, pois permite obter
bons resultados referentes ao volume da célula tumoral.

Relativamente ao volume das restantes células, este nao sofre grandes variagOes com os
diferentes valores de AV considerados, o que faz sentido, visto que apenas é alterado o valor
do AV da célula tumoral e o valor para as restantes células é mantido constante, logo estas
alteracoes nao devem ter implicacdo no volume das células normais. Isto é comprovado no
grafico da Figura 4.22, onde apesar de os valores nao serem constantes, se pode concluir que as

variagoes de volume sao muito reduzidas, dentro dos respetivos desvios padrao.
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Figura 4.22: Relacio entre o valor de AV da célula tumoral (CT) e o volume das células normais
(estaminais, progenitoras, mucosas e parietais). Os pontos representados, correspondem aos
valores médios do volume da célula para cada valor de adesdo. Associado a cada ponto esté
representado o respetivo desvio padrao correspondente a média das cinco simulagoes realizadas.
A linha a preto representa o volume alvo das células (786 voxels?).

4.6 Proliferacao tumoral

Na Seccao 3.3.1 é referido que a proliferacao celular é exclusiva das células tumorais, sendo
que uma célula da origem a duas, num processo aleatério de mitose que ocorre de forma simétrica
e cuja duracao corresponde a duragao média de um ciclo celular de 24 dias e desvio padrao de
3 dias, seguindo uma distribuicao Gaussiana. Todavia este processo s6 ocorre se o volume da
célula tumoral for superior a 5% do seu volume alvo e se o tempo de proliferacao for superior ao
seu tempo limite, definido por uma distribuicdo Gaussiana de média 24 e desvio padrao de 3.
Apés a divisao celular, por mitose, cada célula tumoral resultante fica com o volume alvo inicial
e o tempo de proliferacao é colocado a zero, iniciando-se uma nova contagem temporal com o

inicio de um novo processo de proliferacao.

60



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

i l1| l!—
L T

Fluido Intersticial

]

Células Estaminais—

Céilulas Progenitora

-

Células Mucosas—

Células Parietai

Células Tumorai

-

Matriz Extra-Celular-

t = 0 dias t = 100 dias t = 300 dias t = 500 dias

Figura 4.23: Evolugao da proliferagdo tumoral ao longo do tempo.

Na Figura 4.23 encontra-se representada a evolucao do modelo ao longo do tempo quando
é considerada a proliferacao tumoral. Nestas representacoes observa-se um aumento elevado
do volume do tumor, uma vez que no teste realizado para a obtencao destes resultados nao
foi considerado nenhum tipo de limite a proliferacao, para além dos ja referidos anteriormente.
E ainda de notar que no fim da simulacao, ao fim de 500 dias, o tumor apresenta dimensoes
tdo elevadas que fazem contrair as restantes células, mas mantendo-se confinado ao dominio
usado no modelo. Isto é explicado pela necessidade de espago para o tumor proliferar e pela
pressao exercida pelas células tumorais nas restantes. Na Figura 4.24 estdo representados cortes
transversais do modelo ao longo da simulacao correspondentes ao mesmo nimero de dias das
representacoes da Figura 4.23. Nestes cortes apenas estd representada a estrutura cilindrica
na auséncia do tumor e da matriz extra-celular, para permitir uma melhor visualizagao, sendo
possivel observar que a medida que o tumor se desenvolve, as células vizinhas vao perdendo a
sua forma inicial, pelo que a integridade da invaginag¢ao nao é mantida com o desenvolvimento

tumoral.
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Figura 4.24: Representagao de cortes transversais do modelo na regiao superior do pescogo ao
longo do tempo.

4.6.1 Influéncia da duragao do ciclo celular

Como ja referido, apenas as células tumorais tém capacidade proliferativa, considerando a
duracao média do ciclo celular de 24 dias.

E expectavel que aumentando a duracao do ciclo celular, a taxa de proliferacdo das células
diminua, e consequentemente também diminua o desenvolvimento tumoral, que se reflete numa
diminui¢do do volume do tumor. Assim, para avaliar a influéncia da taxa de proliferacao no
desenvolvimento do tumor, realizaram-se trés testes com cinco simulagoes cada para trés valores
distintos da duragao de um ciclo celular tipico: 24 dias, 36 dias e 48 dias. Os resultados destes

testes estao representados no grafico da Figura 4.25.
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Figura 4.25: Volume do tumor com diferente duragdo do ciclo celular (24, 36 e 48 dias) e
consequentemente diferente taxa de proliferacao.

De acordo com o grafico da Figura 4.25, verifica-se que aumentando a duragao do ciclo celular
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o volume do tumor diminui, o que vai de encontro ao esperado: com o aumento da duracao do
ciclo celular, as células demorardo mais tempo até & mitose, o que atrasa a sua proliferacao e
consequentemente o seu desenvolvimento e se traduz numa diminuicao do volume do tumor.
Estas conclustes podem ainda ser comprovadas pelos cortes transversais do modelo ao longo do

tempo para os trés valores de proliferacao considerados, apresentados na Figura 4.26.

t = 0 dias t = 100 dias t = 300 dias t = 500 dias

Prolif = 24 (std)

Fluido In'srsﬂc\ul—l

Células Estaminais—

Células Progeniforcsl

Células Mucosas—

Células Pcmemis-l
Células Tumorui;-l

Matriz Extra-Celular-

Prolif = 36

Prolif = 48

Figura 4.26: Representagao de cortes transversais do modelo na regiao superior do pescogo ao
longo do tempo, para diferentes valores de duragdo do ciclo celular, e consequentemente de
proliferagao (24, 36 e 48 dias).

Analisando os varios cortes transversais é evidente que o aumento da duracgao do ciclo celular
conduz a um atraso no desenvolvimento do tumor e, consequentemente, a uma diminuicao do

seu volume; desta forma, os resultados vao de encontro ao esperado.

4.6.2 Forma das células tumorais

Para avaliar a evolugao da forma das células tumorais com proliferacao, limitou-se o seu
numero maximo (16 células), para facilitar a visualiza¢ao da sua morfologia.

De acordo com o descrito na literatura e na Secgao 2.3.1, histologicamente o CGDH caracteriza-
se pela presenca de lesoes em forma de anel de sinete, ou seja, nos cortes histolégicos sao visiveis
estruturas aproximadamente circulares, nao coesas e dispersas, como se observa na Figura 4.27.

Assim, é de esperar que a forma das células tumorais do modelo mimetize os cortes histolégicos.
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Figura 4.27: Imagem histolégica do epitélio do estomago e das estruturas em anel de sinete
tipicas do CGDH.
Adaptada de [50].
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Figura 4.28: Representagao do modelo com proliferacao tumoral controlada e cortes transversais
de vérias regioes do tumor ao fim de 500 PMC.

Analisando a Figura 4.28 verifica-se que a forma das células tumorais é aproximadamente
esférica, formando um tumor com células dispersas e ndao aglomeradas. Atendendo aos varios

cortes transversais realizados em diferentes regides do tumor, observa-se que, na generalidade,
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as células sao circulares e independentes das restantes, o que vai de encontro ao apresentado na
Figura 4.27, pelos cortes histolégicos.

Para comprovar que a forma das células tumorais que compoem o tumor é aproximadamente
esférica, foi calculada a razao (Equacao 4.1) entre a média do momento de inércia das células

tumorais (Equagao 4.2) e o momento de inércia de uma esfera (Equacao 4.3).

Tiumor
Ry = (4.1)
Liymor = Zmzd? = Z‘/zdzz (42)

2
2 2 3V
Iesfera = Smr? =Zm <3 ) (4.3)

O tensor de inércia de um determinado objeto depende da sua distribuicao de massa, o que
permite comparar o momento de inércia de uma esfera com o momento de inércia de um tumor
com a mesma massa e volume. Assim, a razao Rjs; permite identificar quao préxima é a forma
das células tumorais em relagao a uma esfera.

Para determinar o momento de inércia das células tumorais comecou-se por calcular o centro
de massa de cada célula e, posteriormente, a distancia de cada voxel da célula ao eixo dos zz que
passa pelo centro de massa. Por fim procedeu-se ao calculo da média do momento de inércia
das células tumorais. De referir que se considerou uma densidade constante de 1 para facilitar
os calculos, pelo que a massa da célula iguala o volume da mesma.

Para este estudo realizaram-se novamente cinco testes, estando o seu resultado representado

na Figura 4.29.
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Figura 4.29: Razao entre o momento de inércia médio das células tumorais (Iyymer) € 0 momento
de inércia de uma esfera (Iosferq) cOm a mesma massa.

Observando o gréafico da Figura 4.29 verifica-se que no inicio da simulacao a forma das células
é muito varidvel, o que corresponde ao inicio da extrusao celular, que se caracteriza por uma
adaptacao da morfologia das células para que estas sejam capazes de abandonar a estrutura da
invaginacao. Ao fim de 350 dias a razao Rjs; comega a estabilizar, ou seja, a forma da célula
torna-se aproximadamente constante até ao fim da simulacao, sendo o valor de Rjy;; préximo
de 1. Isto comprova que as células sao aproximadamente esféricas, no entanto, constata-se que
Rprr nunca atinge o valor 1, o que pode ser explicado pelas flutuagoes numéricas introduzidas
pelo cédlculo da média do momento de inércia das células tumorais e pelo facto de nem todas as
células serem exatamente esféricas, como se pode observar nos cortes transversais representados

na Figura 4.30.
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Figura 4.30: Cortes transversais de uma invaginacao na regiao superior do pescoco ao longo da
simulacao.

'

Tendo em conta a Figura 4.30, verifica-se que ao longo do tempo as células tumorais tornam-
se, de uma forma geral, cada vez mais esféricas, sendo que no inicio da simulagdo a sua forma
é muito variada. KEsta constatagdo vai de encontro aos resultados mostrados no gréafico da
Figura 4.29. Como se pode comprovar pelo corte transversal no fim da simulagao (500 dias),
algumas das células nao sao circulares, o que afeta a média do seu momento de inércia, fazendo
com que Rys; nunca atinja o valor de 1, apesar de a maioria das células apresentar uma forma
aproximadamente circular. O mesmo se verifica nos cortes histoldgicos (Figura 4.27), ji que

nem todas as células em anel de sinete sdo exatamente circulares.

4.6.3 Influéncia do crescimento do tumor nas estruturas envolventes

Para simular o efeito do desenvolvimento tumoral nas estruturas envolventes, consideraram-
se duas invaginagoes, representadas por dois cilindros, com uma célula tumoral a proliferar num

dos cilindros em dire¢do ao outro. Os resultados estdo representados na Figura 4.31.
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Figura 4.31: Representagao de duas invaginagoes, uma com uma célula tumoral a proliferar em
direcao a outra.

Na Figura 4.31 observa-se que ao fim de 500 dias as dimensoes do tumor sao elevadas, atin-
gindo a invaginacao vizinha, alterando a conformagao das células dos dois cilindros, pressionando-
as e provocando uma diminuicao do seu volume. Nos cortes transversais da Figura 4.32 é mais
evidente a alteragao na estrutura das duas invaginagoes, bem como o grande desenvolvimento
do tumor ao longo do tempo. Entao, o desenvolvimento tumoral afeta as estruturas vizinhas,

principalmente as invaginacoes préximas que constituem o epitélio de revestimento do estomago.
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Figura 4.32: Cortes transversais do modelo considerando duas invaginagoes e uma célula tu-
moral com proliferacdo. Na primeira linha encontram-se representados os cortes transversais,
considerando a proliferagdo tumoral e a matriz extra-celular; na segunda linha de cortes nao é
considerado o tumor nem a matriz extra-celular, para facilitar a visualizacdo das estruturas das
invaginagoes.
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Conclusao

O principal objetivo do projeto descrito nesta dissertacao consistia na criagdo de um modelo
computacional que permitisse estudar o desenvolvimento do cancro gastrico difuso hereditério.
Neste ponto do projeto é possivel concluir que o objetivo principal foi alcancado, permitindo
perceber como este tipo de patologia evolui, potenciando a aplicagao de possiveis terapias.

Tendo em conta os resultados apresentados no Capitulo 4 é possivel retirar varias conclusoes
importantes, tanto ao nivel do modelo, como ao nivel da patologia estudada. No que diz respeito
ao modelo criado, pode concluir-se que vai de encontro ao esperado pois através dele é possivel
mimetizar estruturas tipicas do epitélio que reveste as paredes internas do estdomago, nomeada-
mente as invaginacoes e as respetivas células que as constituem, centrando o interesse apenas
nas regides implicadas no CGDH (istmo e pescogo). Desta forma conclui-se que o modelo é sim-
ples, mas realista e cumpre o seu principal objetivo — reproduzir as estruturas que intervém no
desenvolvimento do cancro gastrico difuso hereditdrio. Estas conclusoes sao corroboradas pelas
Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 (Seccao 4.1), onde estao representadas as invaginagdes do estémago, bem
como células que constituem duas das suas regioes, o istmo e o pescoco; sao ainda representados
cortes transversais que comprovam o realismo do modelo.

Relativamente ao desenvolvimento tumoral, este foi analisado inicialmente considerando ape-
nas uma unica célula tumoral, sem proliferagdo, podendo concluir-se que na presencga desta o
modelo manteve-se integro, sem alteragoes significativas na sua estrutura (Figura 4.4), o que
também ficou comprovado pela avaliagao da variacao de volume das células que formam o mo-
delo (Figura 4.8 e Figura 4.9).

Quando analisado isoladamente o desenvolvimento de uma tnica célula tumoral obtém-se
resultados que vao de encontro a outros estudos, primeiro usando o modelo matematico phase-

field e depois, tendo em conta o obtido em andlises histoldgicas. Assim, pode concluir-se que
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o modelo criado é correto e realista, no que diz respeito a extrusao da célula (Figura 4.5) e
as conclusoes em relacao a adesao entre a célula tumoral e a matriz extra-celular, ja que esse
aumento da adesao potencia a extrusao da célula para a matriz extra-celular (Figuras 4.9, 4.10

e 4.11), tal como ja explicado na Secgao 4.4.1.

Tendo em conta todos os estudos apresentados no capitulo anterior, é possivel concluir que os
valores considerados como condigoes iniciais dos parametros que descrevem o modelo matematico

(Tabelas 4.2 e 4.3) sao valores razodveis, visto que permitem otimizar os resultados obtidos.

Em relacao a proliferacao tumoral, conclui-se que o crescimento do tumor afeta tanto a estru-
tura da invaginagao onde este se desenvolve (Figuras 4.23 e 4.24) como as estruturas envolventes,
nomeadamente as invaginagoes vizinhas (Figuras 4.29 e 4.30). O crescimento do tumor pressiona
as restantes células, o que se traduz numa perda de volume das células normais e na alteracao
da sua forma para se adaptarem a proliferacao do tumor e consequentemente & necessidade de

espago para crescer.

Outra conclusao importante relaciona-se com a forma das células tumorais que se verifica
aproximadamente esférica, estando as células mais ou menos dispersas (Figura 4.28). Estes
resultados sao similares aos obtidos nos cortes histolégicos (Figura 4.27) e permitem representar
realisticamente as células em anel de sinete caracteristicas do CGDH. Portanto, mais uma vez
se comprova que o modelo desenvolvido é capaz de recriar o que na realidade acontece neste
tipo de patologia.

Um dos objetivos do projeto inicial consistia na sugestao de novas terapias passiveis de serem
aplicadas. Tendo em conta todos os resultados apresentados no Capitulo 4 e, principalmente, os
estudos feitos para avaliar a influéncia da adesao entre as células, da sua rigidez e da duracao do
ciclo celular, é possivel apresentar algumas terapias que possam ser aplicadas e que permitam
obter melhores resultados de tratamento. O principal tratamento atual do CGDH consiste na
realizacao de gastrectomias totais ou remocao do tumor para estadios precoces, podendo ou
nao estar associadas a sessoes de quimioterapia no caso do estadio do cancro ser avancado e
ja existirem metastizacoes, o que afeta drasticamente a qualidade de vida dos doentes. Uma
potencial terapia consiste em fazer diminuir a adesao da célula tumoral a matriz extra-celular, o
que evita que o tumor se desenvolva fora da invaginagao e que o seu volume diminua; é também
possivel aplicar uma terapia que consista no aumento da adesao entre a célula tumoral e as
restantes, o que evita a extrusao celular (o seu volume nao diminui); outra terapia poderia
consistir em diminuir a rigidez da célula tumoral e, com isso, diminuir o volume da mesma;

por ultimo é ainda possivel aumentar a duracao do ciclo celular, o que faz com que as células
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demorem mais tempo a desenvolverem-se, retardando o crescimento tumoral. De salientar que
a perda de adesao entre as células é uma das caracteristicas do CGDH, estando relacionada
com mutacoes nos genes CDH1 e CTNAAT, o que fomenta a perda de expressao da E-caderina
e, por sua vez, a perda de adesao entre células, conduzindo a extrusao da célula tumoral. Dai
que um mecanismo que promova a adesao celular e compense as mutacoes genéticas possa ser
encarado como uma potencial terapia para este tipo de patologias. Quanto as restantes terapias
mencionadas, é de realcar que nenhuma delas é totalmente eficaz a longo prazo na remocao
completa das células tumorais, apenas evita que estas atinjam proporcoes elevadas. Por isso,
estas terapias poderiam ser combinadas com sessoes de quimioterapia ou radioquimioterapia
aplicadas em alguns casos de CGDH como terapias coadjuvantes a cirurgia. Outra hipdtese
passaria, em detegOes precoces, por combinar a remocao do tumor com alguma das potenciais
terapias em detrimento da quimioterapia, o que permitiria evitar os seus efeitos secundérios
complexos e com isso melhorar a qualidade de vida dos doentes.

Em suma, conclui-se que todos os objetivos do projeto foram alcancados com sucesso,

obtendo-se um modelo simples e realista que mimetiza com algum rigor o que ocorre durante o

desenvolvimento do CGDH.

5.1 Trabalho futuro

Todos os modelos computacionais podem ser melhorados, tornando-os mais eficazes e es-
pecializados em determinados casos concretos que se pretendam estudar. No caso do modelo
desenvolvido, este é simples e genérico, nao se focando em questoes bioldgicas especificas, porém
é realista na simulacao das estruturas e caracteristicas tipicas do CGDH.

Uma melhoria do modelo poderia consistir na adicao de mais componentes biolégicos, como
por exemplo, considerar mais invaginagoes, o que permitiria estudar melhor qual a influéncia
do desenvolvimento tumoral nas restantes estruturas vizinhas. Outro componente passivel de
ser considerado seria a adicao da difusdo de oxigénio e de nutrientes, o que permitiria encarar
o desenvolvimento tumoral através de uma perspetiva bioldgica e ndo apenas mecanica. Assim
poderia ser estudada qual a influéncia da presenca de oxigénio e de nutrientes no crescimento do
tumor, o que poderia, eventualmente, conduzir a uma potencial terapia mais eficiente. Por fim,
outros pontos a melhorar poderiam ser a consideragao da angiogénese do tumor, & semelhanga do
que outros modelos matematicos estudam, permitindo retirar novas conclusées de como o tumor

se desenvolve, e considerar a diferenciacao celular que ocorre nas invaginacoes, nomeadamente no
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que diz respeito as células estaminais. Todas estas melhorias tornariam o modelo mais complexo
e realista, permitindo retirar novas conclusoes tanto ao nivel de como o tumor se desenvolve,

mas também, testar potenciais terapias.
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